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Список сокращений 

 

Aβ – амилоид бета 

AβО25-35 – олигомеры амилоида бета, полученные из короткого фрагмента 25-35. 

БА – болезнь Альцгеймера 

ВОЗ – Всемирная организация здравоохранения 

ИЦВ – интрацеребровентрикулярное введение 

ИГ – интрагиппокампальное введение 

ИГХ – иммуногистохимическое исследование 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

Цеф – цефтриаксон 

Aif1 - allograft inflammatory factor 1, ген аллотрансплантантного воспалительного белка 1  

APP – amyloid precursor protein, белок предшественник амилоида 

IBA1 - ionized calcium-binding adapter molecule 1, адаптерная молекула 1, связывающая ионизи-

рованный кальций 

LC3 – microtubule-associated proteins 1A/1B light chain 3B, белок аутофагии MAP1LC3B 

Lсn2 - lipocalin 2, ген белка липокалин 2 

mTOR - mammalian target of rapamycin, мишень рапамицина млекопитающих 

NRF2 - nuclear factor erythroid 2- (NF-E2-) related factor 2, фактор 2, связанный с ядерным эритро-

идным фактором 

TFEB - transcription factor EB, транскрипционный фактор EB 

3xTG-AD – тройная мутация на трансгенной линии мышей модели БА (APP KM670/671NL, 

MAPT P301L, PSEN1 M146V) 
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Введение 

 

 

 

Актуальность темы исследования и степень ее разработанности. С увеличением про-

должительности жизни населения резко возросла распространенность тяжелых когнитивных де-

фицитов, вызванных нейродегенеративными заболеваниями, поэтому в настоящее время демен-

ция пожилых лиц является одной из актуальнейших проблем современной медицины, отмечен-

ной в программе ВОЗ по заполнению пробелов в области охраны психического здоровья 

(mhGAP). Наиболее частой причиной деменции в пожилом возрасте является болезнь Альцгей-

мера (БА) (60-70% всех случаев). На сегодняшний день не существует эффективных методов ле-

чения БА, а используемые лишь снижают выраженность симптомов. Успех терапии БА напря-

мую связан с углубленным пониманием нейрофизиологических и молекулярно-генетических ме-

ханизмов, определяющих это заболевание [1].  

Доминирующей гипотезой патогенеза БА является концепция «амилоидного каскада». 

Согласно данной концепции, ключевым моментом в запуске патологических нейродегенератив-

ных процессов при БА считается чрезмерное накопление и агрегация амилоида бета (Aβ) [2, 3]. 

Множество физиологических функций Aβ [4] не позволяют рассматривать данный белок только 

как нейротоксический продукт метаболизма белка-предшественника амилоида (APP). Модели-

рование БА представляет собой весьма нетривиальную задачу. Существующие нейротоксиче-

ские модели БА основаны на центральном введении различных фрагментов амилоида в головной 

мозг мышей. Актуальным и нерешенным вопросом остается определение предпочтительной об-

ласти введения амилоидных фрагментов в мозг, в зависимости от чего могут быть запущены раз-

ные патофизиологические процессы, вовлеченные в когнитивные нарушения, такие как особен-

ности накопления эндогенного Aβ, течение воспалительной реакции и аутофагии.  

Аутофагия представляет собой физиологический процесс внутриклеточной деградации 

частично денатурировавших белков, а дефекты в системе аутофагии являются важными звеньями 

амилоидного каскада и патогенеза БА [5]. Так, при БА наблюдается накопление незрелых ауто-

фагосом и нарушение слияния их с лизосомами [6]. Следовательно, стимуляция аутофагосомного 

и лизосомального потоков может рассматриваться как перспективный терапевтический подход в 

лечении БА. Рапамицин как индуктор mTOR-зависимого пути и трегалоза как индуктор mTOR-

независимого пути обладают разными механизмами активации аутофагии, но как эти два сиг-

нальных пути будут модулировать аутофагический ответ еще предстоит выяснить.  

Еще одним перспективным направлением в поиске новых терапевтических подходов БА 

является патогенетическая терапия молекулами, имеющими в составе бета-лактамное кольцо. 
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Цефтриаксон (Цеф) – цефалоспориновый антибиотик III поколения продемонстрировал способ-

ность восстанавливать когнитивные дефициты у мышей на фармакологической модели болезни 

Паркинсона и у крыс OXYS, представляющих селекционную модель спорадической формы БА 

[7, 8]. Вопрос о способности Цеф снижать накопление амилоида и показатели нейровоспаления 

у мышей на нейротоксической модели БА остается открытым.  

 

Цель работы 

Исследование патофизиологических и патоморфологических коррелятов когнитивных де-

фицитов и методов их коррекции индукторами аутофагии и цефтриаксоном у мышей с централь-

ным введением олигомеров амилоида бета. 

 

Задачи 

1. Сравнить когнитивные дефициты, накопление Aβ, показатели нейровоспаления, плотность 

нейронов и активацию аутофагии в структурах головного мозга у мышей C57BL/6 при введении 

олигомеров амилоида бета (AβО25-35) в боковые желудочки мозга или в гиппокамп. 

2. Исследовать когнитивные дефициты, накопление Aβ, плотность нейронов, активацию микро-

глии во фронтальной коре, миндалевидном комплексе и гиппокампе (CA1, CA3 области, зубчатая 

извилина) мышей при индукции mTOR-зависимой (рапамицин) и mTOR-независимой (трега-

лоза) аутофагии после центрального введения AβО25-35. 

3. Оценить когнитивные дефициты, накопление Aβ, плотность нейронов, активацию микроглии 

во фронтальной коре и гиппокампе (CA1, CA3 области, зубчатая извилина) мышей при патоге-

нетической коррекции цефтриаксоном после центрального введения AβО25-35. 

 

Научная новизна 

Получены новые данные о развитии нейровоспаления при интрацеребровентрикулярном 

(ИЦВ) и интрагиппокампальном (ИГ) введении AβО25-35. При ИЦВ введении AβО25-35 проис-

ходит активация экспрессии генов провоспалительных маркеров: гена маркера активации астро-

глии Lсn2 и гена маркера активации микроглии Aif1 в гиппокампе и миндалине. Оценен вклад 

совместной активации аутофагии в коррекцию когнитивных нарушений на нейротоксической 

модели БА у мышей. Впервые показан положительный кумулятивный эффект индукторов 

mTOR-зависимой (рапамицин) и mTOR-независимой (трегалоза) аутофагии на анксиогенный эф-

фект введения AβО25-35 и его отсутствие на когнитивные функции. Изолированная активация 

mTOR-зависимой аутофагии рапамицином и mTOR-независимой аутофагии трегалозой приво-



6 

 

 

дила к снижению накопления Aβ, инактивации микроглии в структурах мозга, повышению ла-

тентного времени перехода в тесте пассивного избегания, что свидетельствует о восстановлении 

когнитивных дефицитов на нейротоксической модели БА. Выявлены новые аспекты воздействия 

цефтриаксона в восстановлении нарушенных AβО25-35 когнитивных функций и показателей 

нейровоспаления, заключающиеся в восстановлении пространственной памяти, снижении пока-

зателя клеточной адгезии CD54 во фронтальной коре и гиппокампе мышей. 

 

Теоретическая и научно-практическая значимость работы 

Выявленные в настоящей работе специфические особенности проявления воспалительной 

реакции и аутофагии после введения AβО25-35 в боковые желудочки и в область гиппокампа 

способствуют более глубокому пониманию течения и взаимодействия патофизиологических 

процессов при нейродегенеративных заболеваниях. Обнаруженные в работе позитивные эф-

фекты применения индукторов аутофагии и цефтриаксона могут являться экспериментальным 

обоснованием возможности разработки новых подходов лечения БА в клинике. 

 

Методология и методы исследования 

Диссертационная работа проделана на базе Института нейронаук и медицины. Экспери-

ментальное исследование выполнено на лабораторных мышах линии C57BL/6, которые, после 

центрального введения им олигомеров амилоида бета, представляли собой модель патофизиоло-

гических процессов, происходящих при БА. Методологическую основу работы составляют ме-

тоды автоматизированного поведенческого анализа, нейроморфологического, иммуногистохи-

мического и молекулярно-генетического исследований, а также анализа и синтеза информации 

из научной литературы.  

 

Положения, выносимые на защиту 

1. Введение AβО25-35 как в боковые желудочки, так и в гиппокамп мышам C57BL/6 нарушает 

долговременную ассоциативную память о страхе, увеличивает накопление амилоида, активирует 

микроглию в различных структурах мозга. Внутрижелудочковое, но не внутригиппокампальное 

введение вызывает повышение экспрессии гена маркера активации астроглии Lсn2 и гена мар-

кера активации микроглии Aif1 в гиппокампе и миндалине.  

2. Активация как mTOR-зависимой (рапамицин), так и mTOR-независимой (трегалоза) аутофа-

гии восстанавливает когнитивные нарушения у мышей с введением AβО25-35 в боковые желу-

дочки, снижает накопление Aβ, активацию микроглии в структурах мозга мышей.  
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3. Цефтриаксон снижает нейровоспаление, накопление Aβ в структурах мозга, восстанавливает 

когнитивные нарушения, обусловленные внутрижелудочковым введением AβО25-35. 

 

Степень достоверности и апробация результатов 

Достоверность полученных результатов подтверждается достаточным количеством экс-

периментального материала, применением современных методов исследования, которые соот-

ветствуют цели работы и поставленным задачам, а также выбором адекватных критериев стати-
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Глава 1. Обзор литературы 

 

 

 

1.1. Болезнь Альцгеймера в свете современных представлений 

 

Болезнь Альцгеймера – нейродегенеративное заболевание, характеризующееся формиро-

ванием внутриклеточных нейрофибриллярных клубков, внеклеточных сенильных бляшек, гибе-

лью нейронов, что ведет к прогрессирующей и неизлечимой деменции. Несмотря на то, что де-

менция может быть вызвана различными цереброваскулярными или нейродегенеративными за-

болеваниями, БА является самой частой причиной развития данного состояния [9]. Распростра-

ненность всех форм деменций во всем мире составила 667,2 случая, а в России - 1150 на 100 000 

человек. Среди лиц старше 80 лет показатель распространенности среди женщин составил 20 244 

случая на 100 000 человек по сравнению с 14 378 на 100 000 у мужчин. В настоящее время более 

50 миллионов человек в мире страдают деменцией, при этом ежегодно регистрируется около 5 

миллионов новых случаев заболевания [10]. Ожидается, что число людей с деменцией будет 

удваиваться каждые 20 лет и к 2050 году заболеваемость достигнет 115 миллионов человек [11]. 

Несмотря на то, что за последние 50 лет распространенность деменции увеличилась как в странах 

с высоким, так и в странах со средним/низким уровнем дохода, в связи с увеличением ожидаемой 

продолжительности жизни, в некоторых странах с высоким уровнем дохода, таких как США, 

Великобритания и Франция, заболеваемость деменцией несколько снизилась [12]. Более низкая 

заболеваемость деменцией у людей, родившихся в последние десятилетия, может быть связана с 

изменениями в образовании, социально-экономической сфере, здравоохранении, которые вели к 

повышению качества жизни. Следует понимать, что снижение заболеваемости деменцией не  

всегда напрямую связано с БА. Однако есть свидетельства снижения содержания Aβ в головном 

мозге на 24% при сравнении пациентов, умерших в возрасте 65 лет и старше, в период с 1972 по 

2006 год. Это снижение было особенно заметно в самых старших возрастных группах. Т.е. у лю-

дей в возрасте 85 лет и старше, умерших в 2006 году было меньше отложений амилоида по срав-

нению с людьми в возрасте от 75 до 84 лет, умерших в 1972 году [13].  

Совокупный показатель заболеваемости БА в возрасте 65 лет и старше в Европе составил 

19,4 на 1000 человек [14]. Уровень заболеваемости БА увеличивается почти экспоненциально с 

увеличением возраста от 65 до 85 лет [15]. Однако остается неясным, продолжает ли заболевае-
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мость увеличиваться даже в старческом возрасте или достигает плато. Это имеет важное значе-

ние для прогнозирования заболевания и понимания ее этиологии. Например, последовательное 

экспоненциальное увеличение заболеваемости с возрастом свидетельствует о том, что БА явля-

ется неизбежным следствием старения, тогда как снижение заболеваемости, начиная с опреде-

ленного возраста, может свидетельствовать о вмешательстве генетических факторов и/или фак-

торов окружающей среды [16]. 

Практически во всем мире наблюдается сходная картина подтипов деменции: БА и сосу-

дистая деменция, как две наиболее распространенные формы, на долю которых приходится от 50 

% до 70 % и от 15 % до 25 %, соответственно, всех случаев деменции [17]. Однако по официаль-

ной статистике, в России зарегистрировано лишь 8800 пациентов с БА. По данным министерства 

здравоохранения Новосибирской области, на территории Новосибирской области, на 01.01.2020 

заболеваемость по болезни Альцгеймера (G30) равна 4,1 на 100 000 населения. Заболеваемость 

по cосудистой деменции (F01) равна 164,1 на 100 000 населения. Несмотря на сильно заниженные 

официальные показатели заболеваемости БА ввиду различных причин, по данным руководителя 

отдела гериатрической психиатрии ФГБУ «Научный центр психического здоровья» РАН Свет-

ланы Гавриловой, количество пациентов БА может достигать 1,4 млн. человек.  

Согласно Международной классификации болезней (МКБ-10, 1992) БА можно разделить 

на 2 клинических типа: 1) БА с ранним началом (синонимы: тип 2 болезни Альцгеймера, пресе-

нильная деменция альцгеймеровского типа) развивается преимущественно в пресенильном воз-

расте; 2) БА с поздним началом (синонимы: тип 1 болезни Альцгеймера, сенильная деменция 

альцгеймеровского типа). Заболевание начинается в преобладающем большинстве случаев в 

старческом или (реже) пожилом возрасте. От 75 до 85% случаев сенильной деменции альцгейме-

ровского типа начинаются в возрасте 65-85 лет. Продолжительность заболевания колеблется от 

4 до 15 и более лет. Кроме того, предусмотрено выделение атипичной БА или деменции смешан-

ного типа, т. е. сочетания проявлений, характерных для БА и сосудистой деменции. 

БА является многофакторным заболеванием, при котором пожилой возраст является са-

мым сильным фактором риска, что позволяет предположить, что биологические процессы, свя-

занные со старением, могут быть вовлечены в патогенез заболевания. Кроме того, сильная связь 

БА с возрастом может частично отражать кумулятивный эффект различных факторов риска и 

защиты на протяжении всей жизни, включая влияние сложных взаимодействий генетической 

предрасположенности, психосоциальных факторов, биологических факторов и воздействия 

окружающей среды на протяжении всей жизни. С основными факторами риска и протекции от 

БА можно ознакомиться в обзоре Армстронга [18].   

Механизмы патогенеза. Классическая деменция при БА включает в себя формирование 

внеклеточных амилоидных бляшек, широко распространяющихся по всей коре головного мозга, 
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и тау-содержащих нейрофибриллярных клубков, которые первоначально возникают в медиаль-

ных отделах височной доли, а затем в неокортикальных областях височной, теменной и лобной 

долях [19]. Согласно амилоидной гипотезе, отложениям Аβ в паренхиме головного мозга отво-

дится центральная роль в патогенезе БА. Они инициируют последовательность событий, таких 

как формирование нейрофибриллярных клубков, клеточную гибель, сосудистые повреждения, 

приводящие в конечном итоге к деменции при БА. 

Пептиды Аβ образуются из трансмембранного белка предшественника Аβ АРР (Amyloid 

precursor protein). Белок-предшественник β-амилоида (APP) может расщепляться двумя путями: 

неамилоидогенным путем или амилоидогенным путем (Рис.1). В нормальных условиях большая 

часть АРР расщепляется внутри домена Аβ с помощью α-секретазы с образованием секретируе-

мого АРР (sAPP)α и связанного с мембраной CTFα (C83). C83 может быть дополнительно рас-

щеплен γ-секретазой с образованием внеклеточного фрагмента p3 и внутриклеточного карбокси-

концевого фрагмента (CTF)γ. В амилоидогенном пути APP сначала расщепляется β-секретазой с 

образованием sAPPβ и связанного с мембраной βCTF (C99). Расщепление C99 γ-секретазой вы-

свобождает Aβ и внутриклеточный CTFγ. γ-секретаза расщепляет АРР в нескольких местах 

вблизи внутреннего слоя плазматической мембраны с образованием вариантов пептида Aβ раз-

личной длины.  

 

 

 

Рисунок 1. Пути расщепления белка предшественника амилоида APP по Knopman D. S. et 

al, 2021 [20]. A - неамилоидогенный путь расщепления APP посредством α-секретазы. B - амило-

идогенный путь расщепления APP посредством β-секретазы. 



13 

 

 

Aβ присутствует в крови и в мозге всех людей на протяжении всей жизни [21]. В мозге 

астроциты и нейроны способны синтезировать APP, но только нейроны имеют ферменты, кото-

рые могут расщеплять его до Aβ. Непрерывный и массивный двунаправленный трафик Aβ через 

гематоэнцефалический барьер с использованием рецепторов, которые демонстрируют высокое 

сродство к Aβ и высокую скорость транспорта с существенными метаболическими затратами 

вряд ли существовал бы просто, как путь выведения нейротоксических отходов катаболизма 

APP.  

Aβ в пикомолярных концентрациях повышает синаптическую пластичность, обучаемость 

и память у животных, способствуя долговременной потенциации (LTP) в гиппокампе. Его дей-

ствие включает увеличение высвобождения нейротрансмиттера ацетилхолина и активацию ни-

котиновых рецепторов ацетилхолина [22, 23]. Важно отметить, что длительное воздействие Aβ 

на рецепторы связано с толерантностью и приводит к уменьшению эффектов Aβ. Известны про-

тиворечивые данные как об ингибировании [24], так и о потенцировании LTP [25, 26]. Анализ 

таких данных осложняется еще тем, что LTP ингибируется олигомерами Aβ, но не мономерами 

[27]. Aβ также облегчает нейрональную деполяризацию, усиливая вход кальция на пресинапти-

ческой мембране через активацию никотиновых ацетилхолиновых рецепторов [28]. 

Электрическая и химическая стимуляция глутаматергических нейронов увеличивает про-

дукцию и высвобождение Aβ [29]. В микромолярных концентрациях Aβ снижает синаптическую 

активность глутаматергических нейронов, но увеличивает активность астроцитов в клиренсе глу-

тамата в синаптической щели [29]. Возможно, высвобождение Aβ активированными нейронами 

может стимулировать астроциты к выведению глутамата из синаптической щели, тем самым, 

снижая потенциал для дальнейшей нейрональной активации. 

Aβ обладает нейротрофической активностью in vitro [30]. Наномолярные концентрации 

Aβ1-40 в первичной нейрональной культуре клеток увеличивают концентрации мембранных 

фосфолипидов, экспрессию APP, тау белка, GAP-43 белка, каждый из которых ассоциирован с 

ростом аксонов [31]. Прорастание аксонов также было отмечено на трансгенной линии мышей 

APP23, в которой депозиты Aβ формируются в результате «шведской» мутации гена APP [32].  

Если предотвратить продукцию Aβ через ингибирование β и γ-секретаз, выживаемость первич-

ных нейронов коры в культуре снижается на 20-50 % по сравнению с контролем. Ее можно вос-

становить, добавив Aβ в пикомолярных концентрациях [33]. Предшествующие результаты на 

клеточных и животных моделях показывают, что Aβ способствует росту аксонов и что присут-

ствие Aβ увеличивает выживаемость нейронов в различных условиях. Таким образом, стратегии, 

направленные на снижение количества биодоступного Aβ, могут повлиять на жизнеспособность 

и пластичность нейронов в головном мозге. 
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В низких наномолярных концентрациях Aβ1–40 ингибирует аутоокисление липопротеи-

нов плазмы и ликвора [34].  Aβ1–40 и Aβ1–42 снижают медь-индуцированное окисление липо-

протеинов низкой плотности. Aβ1–40 уменьшал количество погибших нейронов в культуре, по-

сле воздействия токсичных количеств железа или меди [35]. Это было подтверждено in vivo на 

крысах в коре. Инъекция человеческого Aβ1–42 снижало нейротоксичность как меди, так и же-

леза [36]. Антиоксидантная роль Aβ согласуется с post-mortem наблюдениями пациентов с БА. 

Маркеры нейронального окисления обратно коррелируют с частотой амилоидных бляшек [37]. 

Степень резистентности липопротеинов к окислению в ликворе коррелирует с количеством Aβ1–

40 и Aβ1–42 в ликворе [38].  

В сенильных бляшках обнаружена высокая концентрация металлов и других потенциаль-

ных нейротоксинов. Вероятно, Aβ способен связывать и удалять такие соединения из внеклеточ-

ной жидкости головного мозга, выполняя роль биофлокулянта [39]. Таким образом, бляшки мо-

гут указывать на участки, где Aβ успешно перехватывает потенциально повреждающий агент. В 

этом контексте следует отметить, что относительно высокая плотность бляшек часто обнаружи-

вается в мозге у пожилых людей без когнитивных нарушений [40]. 

В конечном счете, Aβ вызывает гибель клеток, и было высказано предположение, что его 

нейротоксические свойства зависят от состояния его сборки, при этом все больший интерес вы-

зывают диффундирующие лиганды БА (ADDLs) [41]. ADDLs представляют собой подмножество 

нейротоксических растворимых нефибриллярных олигомеров Aβ. Олигомеры Aβ вызывают раз-

личные типы синаптических дефектов, такие как изменение захвата/высвобождения нейромеди-

аторов, аномалии цитоскелета, изменения локализации рецепторов в клетках и нарушение синап-

тической пластичности (ингибирование долговременной потенциации, LTP или активацию дол-

говременной депрессии, LTD). Такие эффекты могли бы быть причиной дефицита памяти, хотя 

они никогда не были доказаны у пациентов с БА [42]. Было показано, что ADDLs взаимодей-

ствуют с различными мишенями, от α7-никотиновых рецепторов до клеточного прионного белка 

[43], запуская таким образом несколько взаимодействующих механизмов (нарушение регуляции 

гомеостаза Ca2+, повреждение митохондрий, окислительный стресс, изменение аксонального 

транспорта, глиальную активацию и др.), ответственных за синапто- и нейротоксические эф-

фекты [44]. Гипотеза амилоидного каскада получила дополнительное подтверждение в резуль-

тате создания различных моделей трансгенных мышей АРР или АРР/PS1, которые, как было по-

казано, воспроизводят некоторые из основных анатомо-патологических и поведенческих особен-

ностей семейной формы БА, таких как образование амилоидных бляшек, потеря синапсов, изме-

нения синаптической пластичности и ухудшение памяти [45]. Более того, различные фармаколо-

гические, генетические и иммунологические подходы, направленные на снижение церебральной 
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нагрузки Aβ у мышей с БА, приводили к уменьшению потери синапсов и восстановлению памяти 

[46].  

 

 

 

1.2. Современные подходы к лечению болезни Альцгеймера 

 

Многочисленные подтверждения гипотезы амилоидного каскада убедили научное сооб-

щество в разработке лекарственных препаратов, направленных на снижение уровня Aβ. К сожа-

лению, все препараты, влияющие на продукцию, клиренс и агрегацию Aβ, оказались клинически 

неэффективными. Интересно, что некоторые из этих препаратов, особенно ингибиторы двух фер-

ментов, ответственных за продукцию Аβ из АРР (γ-секретаза и β-секретаза), ухудшают когни-

тивные, психические и клинические состояния пациентов с БА [47]. Управление по санитарному 

надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов США (FDA) одобрило всего 4 препа-

рата к использованию в лечении когнитивных нарушений при БА. Три из них являются ингиби-

торами ацетилхолинэстеразы (Донепезил, Галантамин, Ривастигмин) и один из них – антагони-

стом NMDA рецепторов (Мемантин). В целом, клинические испытания данных препаратов де-

монстрируют коррекцию когнитивных нарушений [48]. Однако эффективность этих препаратов 

ограничена, поскольку они могут вызывать неблагоприятные побочные эффекты и не способны 

полностью остановить прогрессирование заболевания [49]. В июне 2021 года, впервые с 2003 

года FDA одобрило новый препарат в лечении БА – Адуканумаб. Это моноклональное антитело 

против белка Аβ. Несмотря на его эффективность в отношении снижения уровня Аβ в головном 

мозге, клиническая эффективность в виде улучшения когнитивного профиля остается весьма со-

мнительной [50]. Таким образом, поиск новых терапевтических подходов остается востребован-

ным. 

Репозиционирование лекарств — это процесс установления новых видов применения ле-

карств, выходящих за рамки первоначальных медицинских показаний. Предпосылки репозицио-

нирования заключаются в том, что препараты, ранее прошедшие клинические испытания, будут 

с минимальным риском подвержены неудачам в будущих клинических испытаниях на поздних 

стадиях из-за токсичности, что будет способствовать более быстрому одобрению лекарств [51]. 

В последнее время значение репозиционирования возрастает и становится основным в области 

исследования лекарственных средств. Эта стратегия оказалась достаточно эффективным подхо-
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дом и в психофармакологии. Настоящее исследование было сосредоточено на индукторах ауто-

фагии рапамицине и трегалозе и противомикробном препарате с нейропротекторными свой-

ствами – цефтриаксоне.  

Рапамицин – высокоспецифичный аллостерический частичный ингибитор mTORC1, ко-

торый используется как иммуносупрессант при трансплантации органов [52]. mTORC1 играет 

центральную роль в поддержании гомеостаза и его нарушении при старении. Имеются данные о 

том, что рапамицин, ингибируя активность mTOR, влияет на продолжительность жизни и тече-

ние возрастных заболеваний, снижает биосинтез белка, а также способствует активации аутофа-

гии [53]. На трансгенной модели гиперэкспрессии белка предшественника Aβ у мышей длитель-

ное лечение рапамицином снижало уровень патогенного белка и восстанавливало когнитивные 

реакции запоминания и обучения [54], при этом рапамицин индуцировал аутофагию, прежде 

всего, в гиппокампе. На модели БА у мышей линии 3xTg рапамицин в низких дозах (1 мг/кг, 

перорально, ежедневно в течение 2 месяцев) повышал экспрессию маркера аутофагии белка LC3-

II, снижал уровень Aβ1-42 (растворимого и нерастворимого), улучшал пространственную память 

мышей в тесте водного лабиринта Морриса [55]. Встречаются и негативные результаты актива-

ции аутофагии рапамицином. Так, отмечено, что в культуре клеток рапамицин может усиливать 

накопление Aβ, предотвращаемое ингибированием аутофагии 3-метиладенином [56]. Вероятно, 

это связано со снижением слияния аутофагосом с лизосомами в нейронах на поздних стадиях БА 

[57]. Соответственно, терапевтическое вмешательство должно быть направлено на повышение 

активности лизосом и везикулярного слияния, а не только аутофагии как таковой. 

Трегалоза – дисахарид, образованный α-1,1-гликозидной связью между двумя молекулами 

α-глюкозы. Спектр использования трегалозы в медицине довольно широкий: от криоконсервации 

клеток и органов до лечения синдрома «сухого глаза» в офтальмологии [58]. Относительно 

нейропротекторного действия трегалозы показано, что она может снижать цитозольную концен-

трацию агрегатов потенциально опасных белков, включая хантингтин, α-синуклеин, фосфорили-

рованный тау. В культуре клеток она снижала секрецию Aβ, тормозила деградацию AРР и его С-

концевого фрагмента в эндолизосомном компартменте [59]. Одновременно трегалоза вызывала 

выраженное накопление маркеров аутофагии белков LC3-II и p62. У АРP/PS1-трансгенных мы-

шей трегалоза, введенная в желудочки мозга, восстанавливала когнитивную активность и спо-

собность мышей к обучению, снижала накопление Aβ в гиппокампе [60]. На трансгенных мышах 

rTg4510 и Jnpl3 с гиперэкспрессией тау трегалоза стимулировала экспрессию маркеров аутофа-

гии, снижала агрегацию тау и улучшала моторные и когнитивные функции [61]. В мышиной мо-

дели преждевременного старения, вызванного D-галактозой, трегалоза значительно восстанав-

ливала ухудшение обучения и памяти и улучшала способность исследовать новые предметы [62]. 

Кроме того, трегалоза способна предотвращать агрегацию тау in vitro [63], поддерживая нативное 
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состояние белков. Эти пути считаются основными механизмами терапевтического действия тре-

галозы.  

В целом, модуляция аутофагии существенно влияет на течение БА, а данный терапевти-

ческий подход уже используется в клинических испытаниях [64]. Однако для изучения терапев-

тического действия, рапамицин и трегалоза использовались совместно только на культуре кле-

ток. В данном исследовании такая комбинация в отношении анимальной модели БА применяется 

впервые. 

Цефтриаксон (Цеф) – цефалоспориновый антибиотик III поколения. Он хорошо растворя-

ется в воде и проникает через гематоэнцефалический барьер [65]. Патологическое накопление 

глутамата, основного возбуждающего нейротрансмиттера, в синапсах приводит к эксайтотокси-

ческой гибели нейронов при ряде неврологических заболеваний. Глутамат выводится из синап-

тической щели в основном с помощью глутаматного транспортера-1 (GLT-1), активность кото-

рого, Цеф способен увеличивать в астроцитах [66]. В результате последующей нормализации 

уровня глутамата,  Цеф стал рассматриваться как антиэксайтотоксический препарат и использо-

ваться на моделях нейродегенеративных заболеваний, связанных с повышением уровня глута-

мата [67, 68]. Положительный эффект Цеф был продемонстрирован в отношении двигательных 

дефицитов у крыс в экспериментальной модели болезни Паркинсона [69]. Препарат активно изу-

чается в доклинических исследованиях на моделях неврологических расстройств у животных [70, 

71]. Появились данные клинических испытаний Цеф в качестве нейропротекторного средства 

при боковом амиотрофическом склерозе или деменции при болезни Паркинсона [72].   

Поскольку БА сопровождается эксайтотоксичностью, эффекты Цеф были также исследо-

ваны на моделях БА. Длительное введение Цеф в дозе 200 мг/кг на трансгенной модели 3xTg 

вызвало значительное увеличение экспрессии GLT-1, снизило патологическое накопление тау, 

восстановило экспрессию синаптических белков и когнитивные функции, но оказало минималь-

ное воздействие на патологию Аβ [73]. На крысах линии OXYS, модели преждевременного ста-

рения и спорадической формы БА длительное введение Цеф в дозе 100 мг/кг увеличило экспрес-

сию генов Mme, Ide, участвующих в деградации Аβ во фронтальной коре, снизило экспрессию 

генов Bace1, Ace2 в гипоталамусе [74]. Эти результаты выявили новые мишени Цеф, которые 

могут быть вовлечены в нейропротективные механизмы на ранних стадиях развития БА-подоб-

ной патологии на животных. Учитывая неопределенность во взаимодействии Цеф и амилоидной 

патологии, а также открытие новых мишеней Цеф, связанных с метаболизмом Аβ, одной из задач 

данного исследования стало исследование терапевтического потенциала Цеф на фармакологиче-

ской модели БА с введением олигомеров Аβ в боковые желудочки головного мозга.  
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1.3. Нарушения памяти и обучения при нейродегенерации 

 

Нейродегенерация - процесс, который характеризуется необратимым повреждением и ги-

белью нейронов. Он присутствует как при физиологическом старении, так и при патологических 

нейродегенеративных заболеваниях. Нейродегенерация неминуемо ведет к функциональным 

проявлениям нейронального дефицита – к нарушениям когнитивных функций.  

Потеря кратковременной памяти (на примере свободного припоминания списка слов или 

рассказов [75, 76] с относительным сохранением немедленной [77] и долговременной памяти 

[78]) сообщалось у здоровых пожилых людей уже на шестом десятилетии. Снижение памяти в 

начале БА, в отличие от того, что происходит при нормальном старении, представляет собой по-

стоянное и прогрессирующее изменение прежних способностей человека и часто приводит к лег-

ким нарушениям повседневных функций [79]. С другой стороны, «доброкачественная» забывчи-

вость здорового старения обычно бывает легкой, непостоянной и не связана с нарушением по-

вседневной БА, нормальное старение связано с расстройством типа дефицита памяти, при кото-

ром пациент отвечает правильно на вопросы с подсказками и вопросы с несколькими вариантами 

ответов [80]. Принято считать, что при здоровом старении могут происходить существенные ко-

гнитивные изменения. Однако некоторые из предыдущих исследований, связывающих когнитив-

ные изменения с возрастом, могли быть непреднамеренно контаминированы людьми с невыяв-

ленной слабосимптомной или предсимптомной деменцией [81]. Многолетние исследования здо-

ровых пожилых людей, которые были тщательно обследованы во избежание включения лиц с 

предсимптомной патологией, обычно демонстрируют стабильные когнитивные показатели 

вплоть до девятого десятилетия жизни [81, 82]. Основное клиническое различие между когни-

тивными изменениями при старении и изменениями, лежащими в основе деменции, заключается 

в том, что при отсутствии основной патологии, когнитивные изменения при старении являются 

«доброкачественными» и относительно статичными, тогда как при деменции они прогрессируют 

и связаны с функциональными нарушениями. Здоровые пожилые люди сохраняют способность 

использовать компенсаторные стратегии (например, ведение списков и календарей) и способны 

к обучению и навыкам адаптации, которым потенциально способствуют их стабильная когни-

тивная деятельность с течением времени. 

Деменция, в свою очередь, характеризуется снижением по сравнению с ранее установлен-

ным уровнем когнитивных и функциональных возможностей человека, достаточным для нару-

шения повседневной деятельности. Значительное ухудшение кратковременной памяти с неспо-

собностью удерживать новую информацию является типичным клиническим признаком у боль-

шинства людей с БА. Характерные признаки нарушения кратковременной памяти включают в 
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себя повторение вопросов или утверждений, частую потерю предметов и трудности с запомина-

нием имен знакомых людей. Рабочая память, долговременная декларативная память и имплицит-

ная память страдают в гораздо меньшей степени, чем кратковременная декларативная память при 

БА. Люди с ранней БА испытывают трудности с исполнительными функциями, такими как пла-

нирование и организационные навыки, умение рассуждать и решать проблемы, а также решать 

сложные задачи. Более сложные домашние дела или финансовые операции могут выполняться 

плохо или только с посторонней помощью. Могут быть признаки легкой временной или про-

странственной дезориентации, в том числе легкие трудности с временными отношениями или 

потребность в дополнительной помощи для прибытия в пункт назначения.   

Умеренная и тяжелая стадии БА. Эти стадии характеризуются прогрессирующим сни-

жением когнитивных функций, что приводит к более серьезным функциональным нарушениям 

и полной неспособности к контролю за базовыми жизненными функциями. Снижается скорость 

умственной обработки и способность переключаться между различными задачами (когнитивная 

гибкость).  Постепенно нарушаются основные типы эксплицитной долговременной памяти: се-

мантическая [83], эпизодическая [84]. Возникают проблемы с запоминанием событий, имен, изу-

чением нового, планированием сложных мероприятий, таких как ужин. По сравнению со здоро-

выми пожилыми людьми у пациентов с БА, по-видимому, наблюдается ухудшение выполнения 

концептуальных, но не перцептивных задач имплицитной памяти [85]. 

Что касается моделей на животных, существует множество парадигм для проверки функ-

ций памяти и обучения, аналогичные функциям памяти и обучения человека. Для оценки функ-

ции рабочей памяти у животных часто используются задачи с задержкой, например, задача с от-

ложенным чередованием (delayed alternation), тест на отложенный выбор по несоответствию рас-

положения (Operant delayed-non-matching-to-position task). Основой этих задач является то, что 

информация о предыдущем испытании должна быть временно сохранена «онлайн» в течение 

промежуточного периода, когда стимул отсутствует, а затем доступ к ней возможен в течение 

периода ответа. Более длительные задержки увеличивают сложность испытания и могут приве-

сти к снижению точности выполнения. У грызунов задача с отложенным чередованием чаще 

проводится в Т-образный лабиринте, в котором мышь или крыса должна выбрать альтернатив-

ный, в сравнении с предыдущим испытанием, рукав, чтобы получить пищевое вознаграждение. 

В этом задании используется присущая грызунам склонность чередовать выбор рук при после-

довательных испытаниях [86]. Эта задача широко используется для изучения рабочей памяти. Ее 

выполнение особенно чувствительно к повреждению гиппокампа у грызунов [87]. 

Внимание, исполнительная функция и когнитивная гибкость – эти три когнитивных 

навыка представляют собой функции более высокого порядка, которые сильно зависят друг от 
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друга, поэтому их трудно протестировать по отдельности. Для оценки этих навыков у грызунов 

можно использовать задачи переучивания [88]. 

Декларативная эпизодическая память измеряется у грызунов с помощью задач простран-

ственного обучения, за которыми следуют пробные испытания. В первой фазе теста, в задаче 

пространственного обучения, животное должно запомнить местоположение (например, связан-

ное с вознаграждением); затем пробные испытания служат для оценки сохранения памяти жи-

вотного (например, из какого места было удалено вознаграждение). На грызунах эти тесты 

можно проводить в водном лабиринте Морриса или в Intelliсage (задачи предпочтения или избе-

гания). Память о страхе у животных предлагает надежную модель тестирования имплицитного 

обучения, и, что важно, модель, в которой мы уже хорошо понимаем основные нейронные связи 

[89]. Тест пассивного избегания относится к оперантному типу обучения. Он использует поло-

жительное наказание, как оперантное обстоятельство обучения. При положительном наказании 

применение аверсивного безусловного стимула приводит к снижению проявления данного пове-

дения. 

Для некоторых из обсуждаемых парадигм есть доказательства сильной трансляционной 

значимости от крысы к человеку (например, задачи на внимание, рабочую память и др.). Для 

других парадигм трансляционная значимость может быть сильна ограничена одним видом 

(например, речевые функции). Несмотря на то, что многие поведенческие тесты и эксперимен-

тальные процедуры нуждаются в значительной доработке для повышения достоверности и 

надежности трансляционных исследований когнитивных функций, они остаются важным ин-

струментом для понимания нейродегенеративных заболеваний и разработки новых фармакоте-

рапевтических препаратов.  

 

 

 

1.4. Роль аутофагии при нейродегенерации 

 

Аутофагия представляет собой путь внутриклеточной деградации, необходимый для кле-

точного и энергетического гомеостаза. Он участвует в очистке частично денатурировавших бел-

ков и поврежденных органелл, а также в переработке цитозольных компонентов во время голо-

дания, чтобы компенсировать недостаток питательных веществ [90]. Этот процесс регулируется 

mTOR (mammalian target of rapamycin)-зависимым и mTOR-независимым путями, которые под-

даются химическим воздействиям [91]. Было идентифицировано несколько небольших молекул, 

модулирующих аутофагию, которые могут иметь потенциальное терапевтическое применение 
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при различных заболеваниях человека, включая нейродегенерацию [91]. Склонные к агрегации 

белки, ассоциированные с нейродегенерацией, преимущественно деградируют за счет аутофа-

гии, и поэтому стимуляция этого процесса с помощью химических индукторов позволяет иссле-

довать механизмы взаимодействия аутофагии и нейродегенеративных заболеваний. Появляющи-

еся данные указывают на то, что скомпрометированная аутофагия вносит вклад в возникновение 

и развитие различных нейродегенеративных заболеваний, связанных с нарушениями конформа-

ции белков, вызывая накопление белков и клеточную токсичность. 

Динамический процесс аутофагии включает в себя генерацию аутофагосом и их слияние 

с поздними эндосомами с образованием амфиcом, которые впоследствии сливаются с лизосо-

мами, образуя аутолизосомы для деградации своего cодержимого (Рис. 2). Этот процесс иници-

ируется образованием изолированных мембран в цитоплазме, называемых фагофорами. Мем-

бранный источник фагофоров, возможно, возникает из эндоплазматического ретикулума (ЭПР), 

плазматической мембраны, митохондрий и мест контакта ЭПР с митохондриями [92]. Фагофоры 

поглощают цитоплазматическое содержимое во время своего удлинения, образуя двухмембран-

ные пузырьки, называемые аутофагосомами. Аутофагосомы сливаются с поздними эндосомами, 

образуя связанные с одной мембраной гибридные органеллы, называемые амфиcомами, которые, 

вероятно, действуют как стоки для аутофагического и эндоцитарного путей [93]. Затем амфи-

сомы сливаются с лизосомами с образованием кислых аутолизосом, в которых происходит рас-

щепление содержимого. 

Аутофагия – эволюционно древний процесс, обнаруженный еще у дрожжей, в котором 

несколько связанных с аутофагией (Atg) белков управляют стадиями инициации, удлинения, со-

зревания и слияния путей реализации процесса [94]. Одним из таких белков является ассоцииро-

ванный с микротрубочками белок 1A/1B, легкая цепь 3B (LC3) (гомолог дрожжевого Atg8 у мле-

копитающих). LC3 подвергается посттрансляционному расщеплению С-конца протеазой Atg4B, 

в результате чего образуется цитозольная форма LC3-I, которая затем конъюгируется с PE (фос-

фатидилэтаноламином) в реакции с участием Atg7 и Atg3 с образованием ассоциированной с 

аутофагосомами формы LC3-II [95]. LC3-II опосредует связывание и слияние мембран, необхо-

димое для расширения и закрытия фагофоров с образованием аутофагосом, где он остается свя-

занным на протяжении всей их жизни [96]. Таким образом, уровни LC3-II коррелируют с устой-

чивым числом аутофагосом [97]. Молекулы LC3-II, находящиеся на внутренней мембране ауто-

фагосом, деградируют внутри аутолизосом, тогда как LC3-II на цитоплазматической поверхно-

сти аутолизосом делипидируется с помощью Atg4 и может использоваться повторно [98]. Между 

двумя системами конъюгации возникают перекрестные помехи. Например, комплекс Atg12–

Atg5·Atg16L1 действует как убиквитинлигаза E3, облегчая конъюгацию LC3-I – PE.  



22 

 

 

Накопление аутофагосом наблюдается в биоптатах мозга пациентов с БА, клеточных ли-

ниях или мышиных моделях БА, что может представлять собой как активацию аутофагической 

активности, так и дефицит слияния аутофагосом с лизосомами [99]. Неэффективная аутофагиче-

ская деградация пептида Аβ приводит к внутриклеточному накоплению агрегатов пептида, кото-

рые могут быть токсичными для нейронов. С другой стороны, эти исследования указывают на 

цитопротекторную роль аутофагии в деградации пептидов Aβ. 

 

 

Рисунок 2. Схема образования аутолизосом из фагофор по Fleming and Rubinsztein, 2020 в 

модификации [100].  

Известно, что белок Beclin 1 (BECN1) (его кодирующий ген Becn1) является важной ча-

стью мультибелкового комплекса, необходимого для образования аутофагического пузырька. 

При этом считается, что аутофагия имеет связь с регуляцией нейровоспаления. Так, снижение 

BECN1 и последующее нарушение аутофагии приводит к усиленному высвобождению IL-1β и 

IL-18 из микроглии. Микроглия, полученная от пациентов с БА экспрессировала сильно снижен-

ный уровень белка BECN1 [101]. На трансгенной модели Tg2576 на мышах были получены дан-

ные о снижении уровней мРНК гена Becn1 в 2,8 раза в коре головного мозга у 12-месячных му-

тантных особей, по сравнению с животными дикого типа [102].  

Помимо канонических признаков БА в виде сенильных бляшек и нейрофибриллярных 

клубков, эта нейропатология включает митохондриальную дисфункцию и изменения процессов 

митофагии, молекулярные дефекты и механизмы которых еще только выясняются [103]. Отме-

чается, что при БА высокие уровни Aβ и тау-белка ингибируют экспрессию основных белков 

митофагии: PINK1 (PTEN-индуцированная киназа 1, участвующая в определении степени повре-

ждения митохондрий) и паркина (Е3-убиквитинлигаза, ее кодирующий ген Park2), тем самым 

уменьшая количество аутофагосом [104]. В процессе паркин-зависимой митофагии PINK1 функ-

ционирует как датчик повреждения митохондрий, паркин — как усилитель сигнала, а цепи убик-

витина — как сигнальный эффектор [105]. Сигнальный путь паркина значительно активируется 
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при прогрессирующем накоплении Aβ и повреждениях митохондрий, как в мозге пациентов, так 

и на моделях БА у животных. При БА и по мере прогрессирования заболевания содержание ци-

тозольного паркина истощается в головном мозге, что приводит к нарушению митофагии и уве-

личению митохондриальной патологии [106]. Этот белок накапливается там, где он больше всего 

связан с патологией БА - гиппокампе. Уровень паркина является потенциальным индикатором 

митохондриального повреждения. При митохондриальном стрессе, активирующем систему про-

тивовоспалительной защиты, митохондрии высвобождают различные виды кислородных ради-

калов, вызывая порочный круг, заканчивающийся дисфункцией митохондрий. Определенное ко-

личество этих реактивных факторов будет приводить к высвобождению апоптотических факто-

ров (цитохром-С) и последующему клеточному апоптозу. Ключевой защитой нейрона в этом со-

стоянии является митофагия, которая отвечает за удаление дисфункциональных митохондрий до 

того, как нейрон погибнет в результате апоптоза. Митохондриальные нарушения и деполяриза-

ция наружной митохондриальной мембраны, вызванные Aβ и тау белком, увеличивают белковую 

экспрессию паркина и его транслокацию, тогда как сами Aβ и тау препятствуют транслокации 

паркина и снижают его уровень [107]. На генетической APP/PS1 модели БА на мышах, в боль-

шинстве молекулярных исследований паркина в мозге упоминается, что его уровни были значи-

тельно выше у мышей с БА, по сравнению со здоровым контролем [107]. Однако на фармаколо-

гической модели крыс Wistar было обнаружено снижение экспрессии белков аутофагии: паркина, 

PINK1 и беклина в гиппокампе через месяц после интрацеребрального введения Aβ1-42 [108]. 

Пути активации аутофагии. Стимуляция mTOR-зависимого сигнального пути умень-

шает накопление амилоида и устраняет поведенческие нарушения в моделях БА на животных 

[109]. Терапевтические эффекты mTOR-независимой индукции аутофагии в моделях БА также 

значительны. Активация mTOR-независимого пути карбамазепином улучшает функции памяти, 

за счет увеличения потока аутофагосом и уменьшения количества амилоидных бляшек и Aβ1-42 

[110]. Нарушение аутофагии, включая снижение митофагии, вносит значительный вклад в раз-

витие нейродегенерации [111]. Нарушения аутофагии при БА появляются задолго до появления 

нерастворимых белковых включений (Aβ-содержащие сенильные бляшки или  фосфорилирован-

ные тау-содержащие нейрофибриллярные клубки) [6]. Дисфункция аутофагии часто связана с 

нарушением потоков аутофагосом и лизосом. Лизосомальный поток снижен при БА, а накапли-

вающиеся аутофагосомы плохо удаляются из-за уменьшения слияния аутофагосом с лизосо-

мами; последнее явление связано с нарушением закисления лизосом [112]. В связи с этим пред-

принимаются попытки сочетать терапевтическую активацию аутофагии с усилением лизосо-

мального потока [113]. Кроме того, плейотропное снижение активности mTOR сопровождается 

ингибированием биосинтеза, трансляции, клеточного роста, пролиферации и иммунитета [114]. 

До сих пор неясно, необходимы ли эти клеточные процессы для усиления ответа аутофагии через 
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mTOR-независимый регуляторный путь [91]. Практически важно определить, в какой степени 

эти два сигнальных пути стимуляции аутофагии (через различные регуляторные мишени) моду-

лируют аутофагический ответ, включая сбалансированные и достаточные потоки аутофагосом и 

лизосом. Примечательно, что mTOR-независимый индуктор аутофагии, трегалоза способна ак-

тивировать лизосомальный поток, воздействуя на «главный регулятор» биогенеза лизосом: белок 

TFEB [115]. Более того, активация аутофагии трегалозой может ингибировать окислительный 

стресс, благодаря стимуляции митофагии и эндогенных антиоксидантных ресурсов (таких как 

сигнальный путь KEAP1-NRF2 и др.) [116]. Кроме того, трегалоза обладает свойством шаперона, 

а именно предотвращает аномальные, склонные к агрегации пространственные конформации 

белков [117].  

Аутофагия имеет решающее значение как для физиологического старения нейронов, так 

и в течение нейродегенеративных заболеваний. Нарушение функции нейрональной аутофагии 

является одним из ключевых факторов, влияющих на развитие нейродегенеративных заболева-

ний, в том числе БА. Аутофагия играет одну из ключевых ролей в метаболизме Aβ и тау-белка, 

пути mTOR, нейровоспалении. Соответственно, терапевтические подходы, направленные на ак-

тивацию аутофагии, могут привести к разработке новых терапевтических стратегий для лечения 

БА. 

 

 

 

1.5. Вклад нейровоспаления в развитие нейродегенерации 

 

Все больше данных свидетельствует о том, что развитие нейродегенерации не ограничи-

вается повреждением и гибелью нейронного аппарата, а включает сильные взаимодействия с им-

мунологическими механизмами в головном мозге [118]. Неправильно свернутые и агрегирован-

ные белки связываются с рецепторами распознавания образов (Pattern recognition receptors) на 

микроглии и астроглии и запускают механизмы врожденного иммунного ответа, характеризую-

щиеся высвобождением медиаторов воспаления, которые способствуют прогрессированию и тя-

жести заболевания [119].  

Пролиферация и активация микроглии в головном мозге, сконцентрированная вокруг ами-

лоидных бляшек, является характерным признаком БА [120]. Появляется все больше  

свидетельств того, что микроглия препятствует развитию БА, поскольку нарушение активности 

микроглии и измененный ответ микроглии на Аβ связаны с повышенным риском БА. С другой 

стороны, есть также многочисленные свидетельства того, что активированная микроглия может 
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быть вредной для нейронов. Микроглия может опосредовать потерю синапсов за счет поглоще-

ния, вероятно, через комплемент-зависимый механизм. Она также может усугублять патологию 

тау и секретировать воспалительные факторы, которые могут повреждать нейроны напрямую 

или через активацию нейротоксических астроцитов [121]. Классическим маркером микроглии 

является адаптерная молекула 1, связывающая ионизированный кальций (IBA1), которая пред-

ставляет собой белок, кодируемый геном Aif-1 (Allograft inflammatory factor). Результаты иссле-

дований по измерению IBA1 в тканях головного мозга людей относительно неоднородны. В це-

лом, несоответствие между исследованиями, использующими анализы на основе экспрессии, и 

теми, в которых использовался подсчет клеток, свидетельствует о том, что экспрессия IBA1 и, 

следовательно, активация микроглии увеличивается при БА, не влияя на абсолютное количество 

микроглии [122]. 

Гликопротеин Липокалин 2 (LCN2, его кодирующий ген Lcn2) - это белок острой фазы 

воспалительной реакции млекопитающих, участвующий в гомеостазе железа. Известно, что он 

вовлекается в механизмы патогенеза БА, его участие прослеживается в процессах контроля над 

нейровоспалением, инсулиновой сигнализацией, созреванием нейритов. LCN2 в высокой сте-

пени вырабатывается эпителиальными клетками хориоидного плексуса и астроцитами (но не 

микроглией или нейронами) в ответ на увеличение содержания Aβ1-42 в тканях структур мозга 

[123]. Согласно исследованиям in vitro LCN2 участвует в клеточных механизмах Aβ42-индуци-

рованного нейровоспаления и проапоптотического сигнального пути [124]. На мышиной модели 

БА J20 LCN2 влиял на дисрегуляцию железа, но не на когнитивные функции и накопление Аβ в 

бляшках [125]. Используя модели хронических метаболических заболеваний in vivo, таких как 

ожирение или рак, LCN2 был связан с нейротоксичностью гиппокампа и когнитивными наруше-

ниями посредством нейровоспаления, окислительного стресса и утечки через гематоэнцефаличе-

ский барьер [126]. В отличие от исследований, показывающих вредное воздействие LCN2, в не-

которых исследованиях сообщается, что LCN2 поддерживает нормальную функцию памяти и 

защищает мозг от воспаления [127]. В результате LCN2 выполняет различные функции в каче-

стве нейропротекторного или нейротоксического агента. В исследованиях на людях экспрессия 

LCN2 была усилена в мозге пациентов с БА post-mortem, особенно в гиппокампе [124]. В ликворе 

же было обнаружено снижение LCN2 у пациентов с умеренными когнитивными расстройствами 

и БА [128]. Однако, поскольку LCN2 изменяется в зависимости от возраста, пола, ожирения и 

многочисленных метаболических переменных, результаты LCN2 в сыворотке или спинномозго-

вой жидкости неоднозначны в отношении нарушений памяти. 

Известно, что воспалительный процесс, вызванный токсическим действием олигомерных 

форм Aβ, сопровождается усилением оксидативного стресса и увеличением производства кисло-
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родных радикалов. Индукция окислительного стресса происходит, как за счет образования ради-

калов, возникающих при взаимодействии Aβ с ионами металлов (медь, железо), так и за счет 

нейротоксического действия олигомерных форм Aβ [129]. Однако то, как олигомерные формы 

Aβ запускают окислительный стресс, в настоящее время остается неясным. Одним из наиболее 

важных механизмов защиты от окислительного стресса является система NRF2.  В физиологиче-

ских условиях NRF2 регулируется его цитоплазматическим ингибитором KEAP1 (Kelch Like 

ECH Associated Protein 1). При активации NRF2 перемещается из цитозоля в ядро, где он связы-

вается с элементами антиоксидантного ответа (ARE, antioxidant response elements), вызывая экс-

прессию антиоксидантных и метаболических генов [130].  Ядерный фактор NRF2 (Nuclear factor 

erythroid 2- (NF-E2-) related factor 2) является ключевым регулятором антиоксидантной и проти-

вовоспалительной реакции.  Недавние литературные данные показывают наличие связи между 

белком NRF2 (его кодирующий ген Nrf2) и снижением когнитивных функций, связанных с БА, 

хотя механизм ее остается до сих пор неизвестным [131]. Ядерный белок NRF2 действует как 

активатор транскрипции, который связывается в ядре с сайтом ARE в промоторе целевого гена и 

увеличивает его экспрессию. Например, NRF2 участвует в регуляции экспрессии генов аутофа-

гии [132], подавляет экспрессию генов BACE1 и BACE1-AS посредством связывания с элемен-

тами антиоксидантного ответа (ARE) в их промоторах у мыши и человека [133], ингибирует опо-

средованную NF-kB транскрипцию генов провоспалительных цитокинов, включая IL-6 и IL-1β 

[134]. Направленность изменения экспрессии мРНК гена Nrf2 в структурах мозга при развитии 

патологии БА и возрастных изменениях носит противоречивый характер. На 3xTg модели БА у 

мышей были выявлены двухфазные возрастные изменения активности Nrf2. В возрасте 2–3 ме-

сяца активность Nrf2 у этих мышей была повышена по сравнению с контролем, но затем она 

быстро снижалась с возрастом. Снижение экспрессии мРНК мишеней NRF2 проявлялась в гомо-

генатах лобной коры трансгенных мышей APP/PS1 шестимесячного возраста, что совпадало с 

появлением амилоидной патологии. При этом в другой работе в гиппокампе тех же мышей с мо-

делью БА в том же возрасте было обнаружено, что NRF2 и его мишени либо не изменились, либо 

увеличились [135]. Данные о снижении уровней мРНК гена Nrf2 в 3,1 раза в коре головного мозга 

12-мес мутантных мышей, по сравнению с диким типом, были получены на анимальной транс-

генной модели Tg2576 [102]. У человека при БА в нейронах гиппокампа NRF2 был преимуще-

ственно цитоплазматическим, т.к. происходило его снижение в ядрах клеток. Причем снижение 

NRF2 при БА наблюдалось и в ядрах нейронов фронтальной коры. Это свидетельствовало о том, 

что при БА какой-то процесс блокирует ядерную активность NRF2, потенциально способствуя 

дисфункции и/или потере нейронов [136]. 



27 

 

 

Молекула межклеточной адгезии 1 (ICAM-1), также известная как CD54 (кластер диффе-

ренцировки 54) является основным лигандом для антигена 1, ассоциированного с лимфоцитар-

ной функцией (LFA-1, CD11a), представляет собой белок, который у человека кодируется геном 

ICAM1. Этот ген кодирует гликопротеин клеточной поверхности, который обычно экспрессиру-

ется на эндотелиальных клетках и клетках иммунной системы. Одной из функций системы адге-

зии ICAM1/LFA-1 является содействие перемещению лейкоцитов в ткани [137]. СD54 при имму-

ногистохимическом окрашивании был локализован в post-mortem ткани головного мозга при БА, 

прогрессирующем надъядерном параличе, боковом амиотрофическом склерозе, болезни Пика, а 

также в мозге без признаков неврологических заболеваний. В контроле против СD54 окрашива-

лись только капилляры. В пораженных участках головного мозга с БА сильно окрашивалась суб-

популяция реактивных астроцитов и сенильные бляшки [138]. В таких бляшках агрегаты микро-

глии также интенсивно окрашивались против LFA-1. Таким образом, СD54 играет важную роль 

во взаимодействии астроцитов и микроглии при БА. 

Моделирование БА представляет собой весьма нетривиальную задачу. Ввиду многофак-

торных причин развития спорадической формы БА, многие аспекты патогенеза остаются неизу-

ченными. Для более полного понимания биологических процессов, протекающих при нейроде-

генерации, необходимо иметь комплексное представление о белках, генах и их физических и 

функциональных взаимодействиях. При помощи базы данных STRING [139], предназначенной 

для сбора, оценки и интеграции всех общедоступных источников информации о межбелковых 

взаимодействиях, сгенерирована сеть, в которую вошли изученные в настоящей работе белки. 

Они представляют узлы сети (Рис. 3). Ребра сети отражают предсказанные функциональные ас-

социации узлов. Для описания параметров сети используют такие характеристики как средняя 

степень узла, отражающее количество взаимодействий, которое белок имеет в среднем в сети. 

Ожидаемое количество ребер показывает количество ребер в рандомной сети, если узлы будут 

выбраны случайным образом. Средний локальный коэффициент кластеризации — это мера кон-

нективности узлов между собой в сети. Значение p обогащения белок-белковых взаимодействий 

(PPI) указывает на вероятность возникновения случайных узлов в сети и на достоверность наблю-

даемых ребер связи. В данной сети, средняя степень узла выше, чем ожидаемое количество ребер. 

Значения коэффициента кластеризации и p обогащения PPI свидетельствуют о том, что выбран-

ные белки имеют больше взаимодействий между собой, чем можно было бы ожидать от случай-

ного набора белков того же размера и степени распределения, взятых из генома. Такое обогаще-

ние указывает на то, что белки биологически связаны, как группа. Среди биологических процес-

сов, классифицированных в Gene Ontology (GO) из базы данных STRING и ассоциированных с 

данной сетью, найдены митофагия (GO:0000423), старение (GO:0007568), клеточный ответ на 

азотное голодание (GO:0006995), регуляция метаболизма активных форм кислорода 
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(GO:2000377), клеточный ответ в результате воздействия ионов железа (GO:0010040), реакция на 

окислительный стресс (GO:0006979), реакция на стресс (GO:0033554) и др. Таким образом, ис-

следуемые белки вовлечены не только в целевые процессы аутофагии и нейровоспаления, но и в 

смежные процессы, имеющие место быть при БА. Исследуя фармакологические агенты, важно 

отметить, что их влияние на узлы сети будет происходить в условиях амилоидотоксичности, ко-

торые не учитывает сеть. Однако, станет возможным проследить за динамикой белковой сети и 

предсказывать биологические процессы, на которые было оказано влияние. Дефицит аутофагии 

приводит к меньшей эффективности клиренса Aβ и усугубляет воспаление, вызванное фибрил-

лами Aβ [140]. mTOR является известным регулятором иммунных ответов, но роль mTOR в ней-

ровоспалении остается неясной. Одно исследование показало, что подавление mTOR его инги-

битором сиролимусом уменьшает воспаление головного мозга после инсульта посредством пе-

реключения фенотипа M1-M2 микроглии [141]. В целом, микроглия M1 способствует воспали-

тельному поражению при БА, тогда как микроглия M2 противодействует эффекту M1 и пере-

ключает микроглию с цитотоксического фенотипа на противовоспалительный. 

Накопленные данные свидетельствуют о том, что активация аутофагии ослабляет воспа-

лительный ответ при нейродегенеративных заболеваниях. Таким образом, хорошо спланирован-

ные экспериментальные исследования, изучающие взаимодействие между аутофагией и воспа-

лением, обеспечат многообещающие терапевтические стратегии.  
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Рисунок 3. Сетевое представление исследованных белков. Узлы сети представляют собой 

белки, n=11. Ребра отражают предсказанные функциональные ассоциации, n=19. Толщина линии 

ребер указывает на степень достоверности предсказания взаимодействия: скор от 0,4 до 0,9. 

Средняя степень узла: 3,45. Средний локальный коэффициент кластеризации: 0,748. Ожидаемое 

количество ребер: 3, PPI-значение обогащения: 1,8e-10. 

 

Заключение 

 

Моделируя данное заболевание центральным введением AβO25-35 в боковые желудочки 

и в гиппокамп, станет известно, как место введения AβO25-35 влияет на когнитивные нарушения, 

особенности накопления эндогенного Aβ, течения воспалительной реакции и аутофагии. Акти-

вация аутофагии и лизосомных механизмов через канонический регулятор (белок mTOR) его ос-
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новным лигандом рапамицином в сочетании с индукторами mTOR-независимых путей представ-

ляется перспективной стратегией против нейродегенеративных заболеваний. Действительно, 

комбинация рапамицина с некоторыми mTOR-независимыми агонистами (например, с литием) 

или кальпастатином [142] дает положительные терапевтические результаты. Рапамицин и трега-

лоза обладают аддитивным терапевтическим эффектом в отношении удаления накопленных бел-

ков хантингтина и α-синуклеина in vitro [143]. На модели болезни Паркинсона, индуцированной 

1-метил-4-фенил-1,2,3,6-тетрагидропиридином на мышах эти препараты оказывали синергиче-

ское действие на иммуногистохимические маркеры активности аутофагии [7]. Комбинированная 

стимуляция mTOR-зависимого и mTOR-независимого путей аутофагии соответственно рапами-

цином и трегалозой еще не тестировалась в качестве лечения БА-подобной патологии in vivo. 

Поэтому в данной работе мы сравнили эффекты двух индукторов аутофагии и их комбинации на 

модели БА, индуцированной центральным введением Aβ. Патологическая агрегация и накопле-

ние Aβ и ассоциированное нейровоспаление в тканях головного мозга играют ключевую роль в 

патогенезе БА [144]. Ранние стадии БА, связанные с нарушением метаболизма амилоида и накоп-

лением амилоидных олигомеров, являются наиболее токсичными формами амилоида, вызываю-

щими синаптические и нейрональные дисфункции [145]. Однако потенциальное влияние Цеф на 

этот механизм мало изучено. Поэтому мы исследовали может ли Цеф влиять на когнитивные 

функции, накопление Aβ и связанное с ним нейровоспаление в головном мозге на ранних стадиях 

БА. 
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Глава 2. Материалы и методы исследования 

 

 

 

2.1. Животные 

 

Все экспериментальные процедуры проводились в соответствии с рекомендациями руко-

водства по уходу и использованию лабораторных животных Института исследований лаборатор-

ных животных и были одобрены локальным этическим комитетом НИИНМ. Были приложены 

все усилия, чтобы свести к минимуму количество используемых животных и их страдания. В 

экспериментах использовали мышей-самцов линии C57BL/6 (возраст 2 мес., 20–25 г) из ФГБНУ 

«НИИ нейронаук и медицины» (НИИНМ; Новосибирск, Россия). Животных содержали в стан-

дартных условиях (цикл свет-темнота: 14 ч света и 10 ч темноты, температура: 20–22 °С, относи-

тельная влажность: 50–60%), со свободным доступом к воде и корму. Все манипуляции выпол-

нялись в световой фазе цикла дня. Мыши содержались по 5-6 особей в клетке. 

 

 

 

2.2. Дизайн экспериментов 

 

В исследовании проведено 3 эксперимента. В эксперименте № 1, посвященному анализу 

поведения,  нейроморфологическим и нейрофизиологическим коррелятам при введении AβО25-

35 в боковые желудочки и в гиппокамп головного мозга мыши были разделены на 5 групп (n=15 

для каждой группы): 1) «Интактные» - мыши, которым не производилась инъекция; 2) 

«Раст_ИЦВ» - двухстороннее введение растворителя (стерильная вода) в боковые желудочки го-

ловного мозга; 3) «Раст_ИГ» - двухстороннее введение растворителя в область зубчатой изви-

лины гиппокампа; 4) «Aβ_ИЦВ» - двухстороннее введение AβО25-35 в боковые желудочки го-

ловного мозга; 5) «Aβ_ИГ» - двухстороннее введение AβО25-35 в область зубчатой извилины 

гиппокампа. Через 1 месяц после центрального введения АβО25-35 тестировали поведение в те-

стах открытого поля и пассивного избегания в течение недели (Рис. 4). На следующий день био-

пробы забирали на определение генной экспрессии (n=10) и иммуногистохимическое исследова-

ние (n=5). 
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Рисунок 4. Дизайн эксперимента № 1.  

 

В эксперименте № 2 оценивали эффекты активации mTOR-зависимой (рапамицин) и 

mTOR-независимой (трегалоза) аутофагии. Мыши были разделены на семь групп (n=10–17 для 

каждой группы): 1) «Контроль» - двухстороннее введение растворителя (стерильная вода) в бо-

ковые желудочки головного мозга (ИЦВ); 2) «Aβ» - двухстороннее введение AβО25-35 в боковые 

желудочки; 3) «Aβ_Трег» - двухстороннее введение AβО25-35 в боковые желудочки и ежеднев-

ное потребление 2% раствора трегалозы с питьевой водой; 4) «Aβ_Рап» - двухстороннее введение 

AβО25-35 в боковые желудочки и введение 10 мг/кг рапамицина, внутрибрюшинно (в/б), 7 раз 

через день; 5) «Aβ_Рап_Трег» - двухстороннее введение AβО25-35 в боковые желудочки, введе-

ние 10 мг/кг рапамицина, в/б, 7 раз через день и ежедневное потребление 2% раствора трегалозы 

с питьевой водой; 6) «Aβ_Рап_Трег_3-МА» - двухстороннее введение AβО25-35 в боковые же-

лудочки, введение 10 мг/кг рапамицина, в/б, 7 раз через день, ежедневное потребление 2% рас-

твора трегалозы с питьевой водой и введение 3-метиладенина 15 мг/кг, в/б, 7 раз через день, за 1 

ч до введения рапамицина; 7) «Aβ_3-MA» - двухстороннее введение AβО25-35 в боковые желу-

дочки и введение 3-метиладенина 15 мг/кг, в/б, 7 раз через день. Применение рапамицина, трега-

лозы или 3-метиладенина начинали через 2 дня после стереотаксической операции в течение 2 
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недель (Рис. 5). Спустя сутки после последнего введения препарата с 16-ого по 30-й день прово-

дили поведенческое тестирование. На 32 день производили забор биологического материала для 

анализа экспрессии генов (n=5-12) и нейроморфологического исследования (n=5). 

 

 

Рисунок 5. Дизайн эксперимента № 2.  

 

В эксперименте № 3 исследовали эффекты цефалоспоринового антибиотика цефтриак-

сона на когнитивные дефициты, накопление Aβ, показатели нейровоспаления, плотность нейро-

нов у мышей с центральным введением AβО25-35 в боковые желудочки мозга. Мышей делили 

на четыре группы (n=15–20 в каждой): 1) «Раст_Физ» - двухстороннее введение растворителя 

(стерильная вода) в боковые желудочки головного мозга и внутрибрюшинное (в/б) введение фи-

зиологического раствора (0,9% раствор NaCl); 2) «Раст_Цеф» - двухстороннее введение раство-

рителя (стерильная вода) в боковые желудочки и в/б введение Цеф (100 мг/кг/день); 3) «Aβ_Физ» 

- двухстороннее введение AβО25-35 и в/б введение физиологического раствора; 4) «Aβ_Цеф» – 

двухстороннее введение AβО25-35 и в/б введение Цеф. Стереотаксическая операция была про-

ведена мышам в день 0 (Рис. 6). Физ. раствор и цефтриаксон вводили в течение 36 дней, начиная 

со 2-ого дня после стереотаксической операции. Часть мышей (n=7–8) из каждой группы тести-

ровали в установке Intelliсage с 1-ого по 28-й день. Остальных мышей (n=8-16) тестировали в Т-
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образном лабиринте, тесте открытого поля и тесте пассивного избегания через 2 недели после 

операции (ИЦВ введение AβО25-35, день 0). Т-образный лабиринт на 15-17 день, тест «Открытое 

поле» в день 27 и тест пассивного избегания на 34–36 дни. На 37 день были взяты биологические 

образцы для нейроморфологического и иммуногистохимического исследований (n=5). 

 

 

Рисунок 6. Дизайн эксперимента № 3.  

 

 

 

2.3. Введение AβО25-35 в головной мозг 

 

Фармакологическая модель БА воспроизводилась с помощью центрального введения оли-

гомеров бета-амилоидных фрагментов человека AβО25-35 [146] либо в боковые желудочки 

(ИЦВ), либо в гиппокамп (ИГ). Фрагмент Aβ25-35 (Sigma-Aldrich, США) растворяли в стериль-

ной воде до концентрации 1 мг/мл и хранили при –20 °С до использования. Перед введением 

животным приготовленный раствор размораживали и инкубировали до образования агрегиро-

ванных форм в течение 96 часов при 37 °С. Препарат вводили с помощью моторизованного сте-

реотаксиса Neurostar Stereo Drive (Neurostar, Германия). Мышей анестезировали с помощью вну-

трибрюшинного введения ветеринарного препарата «Золетил 100» (Virbac, Франция) в дозе 40 
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мг/кг. Место введения дезинфицировали 70% раствором этанола. Оперативный доступ: разрез 

кожи и подкожно-жировой клетчатки производили по средней линии, по стреловидному шву че-

репа. Водный раствор олигомеров AβО25-35 и стерильную воду вводили билатерально с помо-

щью шприца Hamilton (25 мкл, модель 1702 RN SYR, с иглой 22s ga, 2 дюйма) и микропомпы 

(скорость введения 1 мкл/мин). Иглу оставляли в месте инъекции еще на 5 мин после введения. 

В каждый боковой желудочек головного мозга вводили 5 мкл раствора, а в каждый гиппокамп 

по 2,5 мкл. Всего в желудочки головного мозга вводили 10 мкг препарата, в гиппокамп – 5 мкг. 

Координаты введения в желудочек: AP=-0,46 мм, ML=±0,9 мм, DV=2,5 мм. Координаты внедре-

ния в гиппокамп: AP = -2,06 мм, ML = ± 1,3 мм, DV = 2 мм [147]. После введения препаратов 

рану обрабатывали сульфаниламидом и ушивали стерильной полигликолидной нитью производ-

ства ООО «Линтекс» (РФ). Поверх шва наносили клей БФ-6. Животное помещали на нагретый 

(+40°С) матрас до полного пробуждения, а затем переводили в домашнюю клетку.  

 

 

 

2.4. Тестирование поведения животных 

 

Тестирование поведения на мышах проводили при искусственном освещении. В периоды 

между опытами животных содержали группами (по 5-6 особей). Для адаптации животных к даль-

нейшим манипуляциям в течение двух дней перед тестированием проводили процедуру 

хэндлинга. Непосредственно перед испытанием мышей осторожно переносили в комнату для те-

стирования, где через 10 мин после их адаптации к условиям помещения приступали к исследо-

ванию. Поведение животных регистрировали с помощью боковой и верхней цифровых видеока-

мер, а обработку и анализ видеозаписей проводили с помощью программного обеспечения 

EthoVision XT 10.1 (Noldus, Нидерланды). Арены тестовых установок очищали 20% раствором 

этанола и тщательно высушивали перед каждым сеансом тестирования. 

 

2.4.1. Тест пассивного избегания 

Парадигма формирования памяти о страхе - условной реакции пассивного избегания часто 

используется для выявления нейронных и молекулярных механизмов памяти, для изучения ко-

гнитивных нарушений при психопатологиях на экспериментальных моделях. Тестирование про-

водилось в системе GEMINI™ Avoidance System (San Diego Instruments, США), состоящей из 
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двух камер: ярко освещенной камеры, куда изначально помещается мышь, и темной камеры, со-

единенной со светлой камерой через перегородку. На полу темной камеры установлена металли-

ческая решетка, проводящая электрический ток. Выполнение теста осуществлялось согласно сле-

дующему протоколу: 1-й день - габитуация (привыкание к условиям тестирования); 2-й день - 

обучение (при заходе в темный отсек мышь получала удар током силой 0,5 мА); 3-й день - тести-

рование (в течение 3 минут, регистрируется латентное время перехода в темный отсек). В каче-

стве показателя памяти, обусловленной боязнью наказания, использовали латентное время пере-

хода в темное помещение в день обучения и в день тестирования [148].  

 

2.4.2. Тест «Открытое поле» 

Этот тест проводился для оценки двигательной и исследовательской активности, тревож-

ности и эмоциональности, согласно протоколу [7]. Регистрировались следующие параметры: об-

щая двигательная активность (пройденное расстояние, см), тревожность (время нахождения в 

центре арены, с), вертикальная двигательная активность, исследовательское поведение (количе-

ство вертикальных стоек, n) и эмоциональность (количество вертикальных стоек, количество ак-

тов дефекации, n). Тест проводился в открытой прозрачной установке из оргстекла с квадратной 

ареной (40×40×37,5 см) при ярком освещении (1000 лк) сверху. Мышей размещали на арене у 

стены и регистрировали их поведение в течение 10 мин. 

 

2.4.3. Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт» 

Тест выполняли в соответствии с протоколом [149] с небольшими изменениями. Лабиринт 

крестообразной формы состоял из двух открытых (25 х 5 см) и двух закрытых рукавов (25 х 5 см) 

с центральной площадкой (5 х 5 см), слабо освещенной сверху (210 лк). Мышь помещали на цен-

тральную платформу носом к закрытому рукаву и записывали ее поведение в течение 5 минут. 

Тревожность оценивали по времени, проведенному в открытых рукавах. 

 

2.4.4. Т-образный лабиринт 

Тест проводили по протоколу спонтанных чередований при красном освещении 28 лк 

[150]. Корпус Т-образного лабиринта состоял из стартового рукава (30 х 7 см) и двух боковых 

рукавов (37 х 7 см) с пластиковыми стенками высотой 20 см. Зона старта в стартовом рукаве - 

18×7 см, а центральная зона между боковыми рукавами составляла 7×7 см. Все отсеки были раз-

делены автоматическими дверями, управляемыми дистанционно с помощью программного обес-

печения EthoVision XT 10.1 (Noldus, Нидерланды). Тест состоял из трех попыток в день в течение 

трех дней подряд для каждой мыши. Каждая попытка включала два прогона с выбором. В начале 
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каждого прогона мышь помещали в стартовую зону. Во время каждого прогона мышь делала 

свободный выбор бокового рукава, входя в него. В первом прогоне, сразу после выбора, дверь, 

отделяющая боковой рукав с мышью, закрывалась, и мышь оставалась в выбранном рукаве 30 

секунд до начала второго прогона. Во втором прогоне мышь должна была выбрать рукав, проти-

воположный выбранному в первом прогоне (правильный выбор). Регистрировались правильные 

ответы в девяти попытках. Процент правильных выборов принимался за показатель рабочей па-

мяти. Продолжительность каждой попытки ограничивалась 90 секундами. 

 

2.4.5. Intelliсage 

Система Intelliсage (TSE System, Германия) предназначена для автоматического монито-

ринга поведенческого профиля мышей в течение длительного периода времени наблюдения, в 

условиях домашней клетки при обычном социальном окружении без стрессирующих манипуля-

ций экспериментатора, хэндлинга [151]. При этом анализируются индивидуальные характери-

стики поведения мышей. Для мышей система представляет собой клетку размером 20,5 × 55× 

37,5 см, по углам которой расположены 4 отсека размером 15×15×21 см, называемых углами. В 

каждом углу находится по 2 бутылки с водой (всего 8 бутылок), отделенным собственным круг-

лым автоматическим отверстием диаметром 13 мм, снабженным сенсорами для контроля доступа 

к бутылкам и RFID-антенной для идентификации мышей. Для индивидуальной идентификации 

мышей под анестезией подкожно в межлопаточную область им имплантируется микрочип за 1-2 

недели до эксперимента. Над каждой дверью установлено 3 цветных светодиода (LEDs). Доступ 

в углы открывается только при активации сенсора тычком носа (nosepoke) мыши. Открыв дверь, 

мышь может получить положительное подкрепление (питье воды) или негативную стимуляцию 

– поток воздуха (trigger an air puff). Носик бутылочки оборудован ликометром (lickometer), что 

позволяет измерять число лизаний. Четырехугольный красный домик (укрытие) расположен в 

середине клетки и служит в качестве места для сна и подставки для доступа к пище. Пол покрыт 

толстой (2-3 см) подстилкой (thick bedding). Система Intelliсage позволяет тестировать одновре-

менно до 16 мышей в течение 2 – 3 недель. Intelliсage аппарат управляется компьютером с про-

граммным обеспечением, которое позволяет осуществлять запрограммированный протокол 

(Табл.1).  
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Таблица 1 - Протокол Intelliсage, использованный в эксперименте № 3 

 

Стадия / 

тест 
Описание 

Продол-

житель-

ность, 

дни 

Дни экс-

пери-

мента 

Свободная 

адаптация или 

габитуация 

Мыши имели свободный доступ ко всем четырем уг-

лам с водой, все двери были открыты, вода и пища 

были в свободном доступе 

4 

(перед 

опера-

цией) 

Адаптация к 

тычкам 

Все двери были закрыты, и мышь получала доступ к 

воде, ткнувшись носом в дверь в любом из четырех 

углов. 

3 

(перед 

опера-

цией) 

Стереотакси-

ческое 

введение 

Введение AβО25-35 или H2O в боковые желудочки. 1 День 0 

Свободная 

адаптация или 

габитуация -2 

Мыши имели свободный доступ ко всем четырем уг-

лам с водой, все двери были открыты, вода и пища 

были в свободном доступе. 

3 Дни 1-3 

Адаптация к 

тычкам -2 

Все двери были закрыты, и мышь получала доступ к 

воде, ткнувшись носом в дверь в любом из четырех 

углов. 

3 Дни 4-6 

Условная 

реакция 

предпочтения 

места (Place 

learning test) 

Каждая мышь имела доступ только к одному углу 

(«правильному углу»), в котором она могла попить 

воды. В качестве «правильного» был выбран наиме-

нее предпочтительный угол в последний день адапта-

ции. Фиксировался процент правильных посещений 

(посещений «правильного угла»). 

5 Дни 7-11 

Переучивание 

реакции 

предпочтения 

места (Place 

learning 

reversal test) 

Угол, считающийся «правильным», был заменен на 

противоположный. Фиксировался процент правиль-

ных и неправильных посещений. 

5 Дни 12-16 

 

 

 

 

 



39 

 

 

Продолжение Таблицы 1 

Условная 

реакция 

избегания 

места 

(Avoidance 

conditioning 

test) 

Мыши обучаются избегать угол, где они подверга-

ются аверсивному наказанию (выдувание воздуха как 

безусловный раздражитель) во время питья. Для каж-

дой мыши один угол был обозначен как «неправиль-

ный угол», в котором тычок носом вызывал воздуш-

ный поток (0,8 бар, 1 с) до тех пор, пока животное не 

покинет угол, и дверь не закроется. Фиксировался 

процент некорректных посещений (заходов в «непра-

вильный угол»). 

3 Дни 17-19 

Угашение 

условной 

реакции 

избегания 

(Avoidance 

extinction) 

Мышей помещали в домашнюю клетку на один день 

(День 20) с ограничением воды в течение 18 часов пе-

ред возвращением в клетку Intelliсage. Аверсивные 

стимулы не использовались. Мышь могла получить 

доступ к воде, ткнув носом в дверь в любом из четы-

рех углов. Угашение избегания оценивали по посе-

щениям угла, обозначенного как «неправильный» во 

время теста на избегание. Фиксировался процент по-

сещений угла. 

5 Дни 21-25 

Патрулирова-

ние (The test 

for patrolling 

behavior) 

Процедура этого теста заключалась в чередовании 

углов с доступом к воде. Мыши должны были дви-

гаться из одного угла в другой по часовой стрелке, 

чтобы получить доступ к воде. Следующий угол с 

вознаграждением всегда был смежным к углу, кото-

рый был последним. Процедура начиналась с наибо-

лее предпочтительного угла в течение предыдущих 

24 часов. При выборе мышью «правильного угла» до-

бавлялся дополнительный сигнал (загорался желтый 

светодиод); затем «правильным» становился следую-

щий угол. Когнитивная активность оценивалась по 

проценту посещения активного вознагражденного 

угла. 

3 Дни 26-28 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

 

 

2.5. Нейроморфологическое исследование 

 

Иммуногистохимическому (ИГХ) анализу экспрессии белка-маркера аутофагии LC3-II 

предшествовало введение хлорохина (за 16 ч до эвтаназии, 30 мг/кг, внутрибрюшинно) [7]. Мы-

шей усыпляли в камере с CO2. Далее, транскардиально перфузировали фосфатно-солевым буфе-

ром (PBS), а затем 4% параформальдегидом в PBS; затем их мозг быстро удаляли и постфикси-

ровали в PBS, содержащем 30% сахарозы, при 4°C. После погружения в заливку Tissue-Tek 

O.C.T. (Sakura Finetek, США), мозг замораживали и хранили при температуре -70 C до разделе-

ния на срезы толщиной 30 мкм на криостате HistoSafe MicroCut – SADV (Китай). 

 

Окраска по Нисслю 

Были приготовлены коронарные срезы вдоль лобной коры [AP = 2,93 - 2,57 мм] или гип-

покампа [AP = -1,91 - (-2,45) мм] мозга каждой мыши. Неокрашенные срезы мозга идентифици-

ровали по атласу мозга мышей [152]. Окрашивание по Нисслю, обычно используемое для изме-

рения плотности нейронов, проводили по стандартной процедуре [8]. Изображение было полу-

чено и проанализировано с помощью микроскопа Nikon Eclipse Ci (Nikon, Япония), соединенного 

с камерой Nikon DS-Fi2 (Nikon, Япония) и программным обеспечением Image Pro Plus 6.0 (Media 

Cybernetics, CA, США). Плотность нейронов измеряли полуколичественным методом [8], по-

скольку прямой подсчет нейронов на срезе мозга толщиной 30 мкм затруднен: нейроны плотно 

упакованы. Был рассчитан процент области интереса (AOI) в 3-м слое лобной коры (размер AOI: 

93 023 мкм2), области CA1 или CA3 гиппокампа (размер AOI: 88 502 мкм2), зубчатой извилине 

(размер AOI: 262 842 мкм2) и миндалевидном теле (размер AOI: 314 907 мкм2), занятые окрашен-

ными по Нисслю клетками. Оператор не был информирован о групповой принадлежности срезов. 

 

Иммуногистохимическое исследование 

Срезы мозга для этой цели случайным образом получали от тех же животных, которые 

использовались для гистологического определения плотности нейронов с окрашиванием по Нис-

слю. Анализ иммуногистохимии проводили по протоколу, подробно описанному ранее [7]. Флю-

оресцентные изображения были получены с помощью микроскопа Axioplan 2 (Carl Zeiss, Герма-

ния) и затем проанализированы в программном обеспечении Image Pro Plus 6.0 (Media 

Cybernetics, CA, USA). Интенсивность флюоресценции, связанную с экспрессией специфических 

белков, измеряли как оптическую плотность с поправкой на фон, с вычитанием сигналов окра-

шивания неиммунореактивных областей на изображениях, преобразованных в оттенки серого. 

Размер AOI составил 7423 мкм2 в 3-м слое лобной коры, 18208 мкм2 в миндалине или зубчатой 
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извилине гиппокампа, 19353 мкм2 в области СА1 или 26100 мкм2 в области СА3 гиппокампа. 

Оператор не был информирован о групповой принадлежности срезов. 

 

 

 

2.6. Анализ экспрессии генов 

 

Относительное количество мРНК-мишени измеряли с помощью количественной полиме-

разной цепной реакции в реальном времени (кПЦР). Диссекция структур головного мозга произ-

водилась на охлаждаемой поверхности. После быстрого извлечения, образцы тканей помещали 

в раствор RNA later (Invitrogen, США) и хранили при -20 C. Выделение тотальной РНК из об-

разцов головного мозга проводили с помощью набора RNA Mini Kit (Invitrogen, США) в соответ-

ствии с инструкциями производителя. Оставшиеся следы геномной ДНК удаляли из образцов 

РНК с помощью ДНКазы I (Promega, США) в соответствии с инструкциями производителя. Об-

ратную транскрипцию проводили в 25 мкл реакционной смеси, содержащей 2 мкг тотальной РНК 

со случайными праймерами и набором Reverse Transcription Kit («Синтол», Россия) согласно ин-

струкции производителя. Комплементарную ДНК (кДНК) синтезировали по следующей про-

грамме: 37 °С (1 ч), 42 °С (30 мин) и 50 °С (10 мин). Фермент инактивировали нагреванием смеси 

при 90°С в течение 5 мин. Последовательности специфических праймеров (ООО «Биосинтез», 

Россия) для исследуемых генов конструировали с использованием Primer 3 (NCBI). кПЦР прово-

дили в конечном объеме 20 мкл. Реакционная смесь содержала мастер-микс с SYBR Green из 

набора PCR Mix («Синтол», Россия), прямой и обратный праймеры (по 150 нМ) и матрицу кДНК. 

Последовательности праймеров, размеры ампликонов приведены в таблице 2. 

Количественную ПЦР проводили на термоциклере LightCycler-480 II (Roche, Швейцария) 

по следующей схеме: начальная денатурация 5 мин при 95 °С, затем 40–50 циклов по 15 с при 95 

°С, 40 с при температуре отжига праймеров, получение сигнала флуоресценции в течение 10 с, а 

затем построение кривой плавления от 60 до 95 ° C. Был применен метод количественного опре-

деления стандартной кривой [153]. Относительное количество тестируемой кДНК определяли с 

использованием калибровочных кривых, полученных из разведений стандартной кДНК. Стан-

дартный раствор кДНК для построения калибровочных кривых готовили путем смешивания 

аликвот каждого образца синтезированной кДНК. В каждом эксперименте образцы кДНК с прай-

мерами, специфичными либо для гена-мишени (в трех экземплярах на образец кДНК), либо для 

референсного гена, и стандартные разведения кДНК (1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16). , 1:32, 1:64 и 1:128) 

с праймерами для этого гена (в повторах) помещали в лунки одного и того же многолуночного 
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планшета. Затем значение экспрессии для целевого гена нормализовали к среднему геометриче-

скому уровню мРНК референсных генов. 

 

Таблица 2 - Последовательности праймеров, использованных в кПЦР для анализа экспрессии  

генов 

 

Сим-

вол 

гена 

Последовательность (5'-3 ') 

Размер 

ампли-

кона 

Целевые гены 

Aif1 F: GGATTTGCAGGGAGGAAAAG R: TGGGATCATCGAGGAATTG 92 

Atg8 F: AAAGAGTGGAAGATGTCCGGC R: ACCAGGAACTTGGTCTTGTCC 118 

Becn1 F: GAACTCACAGCTCCATTACTTA R: ATCTTCGAGAGACACCATCC 121 

Lcn2 F: AATAGCTACAATGTCACCTCC R: CGAACTGGTTGTAGTCCG 178 

Nrf2 F: AAACAGGAGAATTCCTCCCAA R: CAAGCGACTCATGGTCATCTA   174 

Park2 F: GGTCCAGTTAAACCCACCTAC R: TTAAGACATCGTCCCAGCAAG 154 

Референсные гены 

B2m F: GTCTTTCTATATCCTGGCTCA R: ATGCTTGATCACATGTCTCG 129 

Gapdh F: TGTCCGTCGTGGATCTGA R: GCTGTTGAAGTCGCAGGA 146 

Nono F: AAAGGCTTTGGCTTTATTCGC R: CAGAAAAGGCTTCTTCCAGCA 184 

Ppia F:AAAGTTCCAAAGACAGCAGAAAA R: GCCAGGACCTGTATGCTTTAG 207 

 

 

 

2.7. Статистический анализ 

 

Данные анализировали с помощью пакета программ Statistica v.10 (StatSoft Inc., США). 

Нормальность распределения данных определяли с помощью W-критерия Шапиро-Уилка. Дан-

ные с нормальным распределением анализировали с помощью F критерия Фишера, t критерия 
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Стьюдента с поправками Бонферрони в случае множественных сравнений. Апостериорные post 

hoc тесты применялись в модификации по Тьюки и LSD-тест. Данные с ненормальным распре-

делением анализировали с помощью H критерия Краскела-Уоллиса, U-критерия Манна–Уитни с 

поправками Бонферрони в случае множественных сравнений. Коэффициенты корреляции рас-

считаны по методу Спирмена. Коробчатые диаграммы построены с помощью Rstudio (пакеты 

rstatix, tidyr, ggpattern, ggplot2, ggpubr) и представлены в виде боксов с границами между первым 

и третьим квартилем, медианой, усами с максимумом и минимумом. Столбчатые диаграммы 

представлены в виде среднего ± ошибка среднего. Статистически значимым считали уровень p < 

0,05. 
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Глава 3. Результаты исследования 

 

 

 

3.1. Сравнение когнитивных дефицитов, накопления Aβ, показателей нейровоспаления, 

плотности нейронов, активации аутофагии в структурах мозга мышей при введении 

AβО25-35 в боковые желудочки мозга или в гиппокамп 

 

3.1.1. Анализ поведения мышей после двухстороннего введения AβО25-35  

в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил влияние фактора введения 

амилоида на латентное время перехода в темный отсек в день тестирования (F (1,63) = 77,71, p < 

0,001), но не влияние фактора места инъекции амилоида (F (1,63) = 0,8, p > 0,05) и взаимодействия 

факторов (F (1,63) = 0,13, p > 0,05). Отмечено, что все экспериментальные группы обучились, что 

отражалось в достоверном увеличении латентного времени перехода (Рис. 7) при сравнении дан-

ного показателя в день обучения и в день тестирования, согласно t-тесту для зависимых выборок 

(p < 0,001). В то же время у мышей, составляющих группы с моделью БА («Aβ_ИЦВ» и «Aβ_ИГ») 

отчетливо обнаруживается дефицит воспроизведения реакции в день тестирования, при сравне-

нии с соответствующими группами введения растворителя («Раст_ИЦВ» и «Раст_ИГ»), согласно 

post hoc тесту по Тьюки (p < 0,001). Таким образом, мыши, получавшие AβО25-35, хуже форми-

ровали устойчивую ассоциацию между контекстом экспериментальной установки и опасностью 

темного отсека, где они получали болезненное наказание. Следует отметить, что в день обучения 

достоверных различий между группами по этому показателю не было, согласно post hoc тесту по 

Тьюки (p > 0,05).  
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Рисунок 7. Влияние введения AβО25-35 в боковые желудочки (ИЦВ) или в гиппокамп 

(ИГ) на показатель памяти и обучения в тесте условного пассивного избегания у мышей C57BL/6. 

Данные представлены в виде среднего значения ± ошибка среднего. Белые столбики - латентное 

время перехода в темный отсек на этапе обучения (до получения удара током), красные столбики 

- латентное время перехода в темный отсек в день проведения теста (через 24 часа после получе-

ния удара током в темном отсеке). Статистически значимые различия: * p < 0,05, *** p < 0,001 

по сравнению с уровнем в день обучения; ### p < 0,001 по сравнению с соответствующей группой 

растворителя («Раст_ИЦВ» и «Раст_ИГ») 

Влияние введения АβО25-35 на когнитивные функции не было связано с неспецифиче-

ским влиянием на общую двигательную и исследовательскую активность, так как в тесте «От-

крытое поле» не было выявлено достоверных межгрупповых различий (Табл. 3) по пройденному 

расстоянию (показатель общей горизонтальной двигательной активности) или количеству стоек 

(показатель вертикальной двигательной активности и исследовательской активности). Также не 

выявлено достоверного влияния экспериментальных воздействий на показатели эмоционально-

сти мышей (количество актов дефекации) или тревожности (время нахождения в центре). 
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Таблица 3 - Влияние введения AβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп на поведение 

мышей линии C57BL/6 в тесте «Открытое поле». Данные представлены как среднее ± ошибка 

среднего  

 

Показатель 

Группы 

Интактные Раст_ИЦВ Раст_ИГ Aβ_ИЦВ Aβ_ИГ 

Пройденный 

путь, см 
2703,9±120,5 2376,9±208,3 2357,4±161,5 2397,5±145,4 2643,4±189,8 

Количество 

стоек, n 
69,6±4,8 48,5±6,6 52,3±7,2 52,6±5,3 48,8±3,8 

Время в центре 

арены, с 
31,4±2,5 41,3±3,5 31,1±4,0 36,5±4,1 39,8±3,8 

Количество ак-

тов дефекации, 

n 

4,7±0,6 4,9±0,7 2,8±0,6 2,8±0,5 3,8±0,7 

 

3.1.2. Анализ накопления Аβ, показателей нейровоспаления, плотности нейронов по маркеру 

NEUN после введения АβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

Анализ накопления Аβ после введения АβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

Однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил различия между эксперимен-

тальными группами в CA1 зоне гиппокампа (F (4,14) = 12,17, p < 0,001), CA3 зоне гиппокампа  

(F (4,14) = 12,54, p < 0,001), зубчатой извилине гиппокампа (F (4,14) = 6,38, p < 0,01), во фрон-

тальной коре (F (4,14) = 29,35, p < 0,001). Апостериорный post hoc test по Тьюки выявил увели-

чение накопления Аβ в группе «Аβ_ИЦВ» по сравнению с группой «Раст_ИЦВ» (p < 0,01), 

«Аβ_ИГ» по сравнению с группой «Раст_ИГ» (p < 0,01) в гиппокампе (p < 0,05) и во фронтальной 

коре (p < 0,001, Рис. 8). Несмотря на введение амилоида непосредственно в гиппокамп, накопле-

ние во фронтальной коре было более выраженным. Экспериментальные группы с введением ами-

лоида показали увеличение накопления амилоида по сравнению с соответствующими группами 

с введением растворителя и интактной группой (p < 0,001). 
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Рисунок. 8. Влияние введения АβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп на 

накопление Аβ во фронтальной коре, зонах СА1, СА3 и зубчатой извилине гиппокампа головного 

мозга мышей линии C57BL/6. А – результаты количественного анализа оцифровки изображений 

(оптическая плотность с поправкой на фон) представлены как среднее ± ошибка среднего. N=3-

4 в группе. На микрофотографиях (B) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически окра-

шенные против Aβ в CA1 зоне гиппокампа. Увеличение - 200×, шкала 100 µм. Статистически 

значимые различия: * p < 0,05, ** p < 0,01 *** p < 0,001 по сравнению с группой «Интактные»; # 

p < 0,05, ## p < 0,01 ### p < 0,001 по сравнению с соответствующей группой растворителя 

(«Раст_ИЦВ» и «Раст_ИГ»). 

В дополнение к ожидаемому увеличению содержания Aβ у мышей, которым центрально 

вводили AβО25-35, в этих областях мозга наблюдалось значительное усиление нейровоспаления 

в виде активации микроглии (Рис. 9). Следует отметить, что выявлено не только увеличение экс-

прессии микроглиального маркера IBA1, но и переход микроглии из покоящегося состояния в 

активированное, характеризующееся увеличением тела микроглиальных клеток и укорочением 

отростков. Примечательно, что накопление Aβ положительно коррелирует с активацией микро-

глии в зоне СА1 гиппокампа (rs = 0,72, p < 0,01) и во фронтальной коре (rs = 0,8, p < 0,001) 
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Рисунок 9. Влияние введения AβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп на акти-

вацию микроглии во фронтальной коре, зоне CA1, CA3 и зубчатой извилине гиппокампа мышей 

C57BL/6. А – результаты количественного анализа оцифровки изображений (оптическая плот-

ность с поправкой на фон) представлены как среднее ± ошибка среднего. N=3-4 в группе. На 

микрофотографиях (В) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически окрашенные против 

маркера микроглии IBA1. Увеличение – 200×, шкала 100 µм. Статистически значимые различия: 

* р < 0,05, ** р < 0,01, * p < 0,001 по сравнению с группой «Интактные»; ## p < 0,01, ### p < 0,001 

по сравнению с соответствующей группой растворителя («Раст_ИЦВ» и «Раст_ИГ»). 

 

Анализ экспрессии генов, связанных с нейровоспалением (Aif1, Lcn2, Nrf2) после введения 

AβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

По данным t-критерия с поправками Бонферрони выявлено достоверное повышение 

уровня экспрессии гена Aif1 в миндалине мышей в группе «Аβ_ИЦВ» по сравнению с интактной 

группой (p < 0,01) и по сравнению с группой «Раст_ИГ» (p < 0,01). В то же время в лобной коре 

и гиппокампе различий по t-критерию с поправками Бонферрони не выявлено (Рис. 10). Что ка-

сается гена Lcn2, то в лобной коре обнаружено достоверное повышение уровня его экспрессии в 

группе «Раст_ИЦВ» по сравнению с интактной группой (p < 0,01) в 4,08 раз и группой «Раст_ИГ» 

(p < 0,01) в 4,59 раз, согласно t-критерию с поправкой Бонферрони (Рис. 10). U-тест с поправками 

Бонферрони выявил достоверное повышение уровня экспрессии гена Lcn2 в гиппокампе мышей 
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в группе «Раст_ИЦВ» по сравнению с группой интактных (p < 0,01) и по сравнению с группой 

«Раст_ИГ» (p < 0,01). Кроме того, U-тест с поправками Бонферрони показал увеличение уровня 

экспрессии гена Lcn2 в группе «Аβ_ИЦВ» по сравнению с интактной группой (p < 0,01) в 3,56 

раз. Достоверных различий в уровнях экспрессии гена Lcn2 в миндалевидном теле мышей обна-

ружено не было. Экспрессия гена Nrf2 не изменялась ни в лобной коре, ни в гиппокампе, ни в 

миндалевидном теле (Рис. 10). 

 

 

Рисунок 10. Влияние введения AβО25-35 и воды в боковые желудочки или в гиппокамп 

на уровни экспрессии мРНК генов Aif1, Lcn2, Nrf2 в лобной коре, гиппокампе и миндалевидном 

теле мышей C57BL/6. Данные представлены в виде коробчатой диаграмм с первым (Q1 или 25-й 

процентиль) и третьим квартилями (Q3 или 75-й процентиль), медианой и усами значений, полу-

ченных в независимой группе животных (n = 6–8 в группе). Статистически значимые различия с 

учетом поправки Бонферрони: * p < 0,01 по сравнению с интактной группой; $ p < 0,01 по срав-

нению с группой «Раст_ИГ». 
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Анализ плотности нейронов после введения АβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

Однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) не выявил различий в экспрессии 

нейронального маркера NEUN между экспериментальными группами ни в CA1 зоне (F (1,14) = 

1,47, p > 0,05), ни в СA3 зоне (F (1,14) = 0,69, p > 0,05) гиппокампа (Рис. 11). Однако, удалось 

обнаружить достоверное повышение экспрессии NEUN во фронтальной коре в группе «Аβ_ИГ» 

по сравнению с группой «Раст_ИГ» (p < 0,05), а в группе «Раст_ИГ» (p < 0,01) понижение по 

сравнению с интактными животными, согласно post hoc тесту по Тьюки. Данные изменения, ве-

роятно, обусловлены изолированным снижением экспрессии NEUN в группе «Раст_ИГ» и не мо-

гут рассматриваться как биологический эффект введения амилоида на экспрессию NEUN, по-

скольку разница между интактными животными и группами с введением амилоида отсутствует. 

 

Рисунок 11. Влияние введения AβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп на по-

казатели плотности нейронов во фронтальной коре, зонах СА1, СА3 и зубчатой извилине гиппо-

кампа мышей C57BL/6. А – результаты количественного анализа оцифровки изображений (опти-

ческая плотность с поправкой на фон) представлены как среднее ± ошибка среднего). N=3-4 в 

группе. На микрофотографиях (В) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически окра-

шенные против NEUN. Увеличение - 200×, шкала 100 µм. Статистически значимые различия: ** 

р < 0,01 по сравнению с группой «Интактные»; # p < 0,05 по сравнению с соответствующей груп-

пой растворителя «Раст_ИГ». 
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3.1.3. Анализ активности аутофагии после введения AβО25-35  

в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

Однофакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил различия экспрессии LC3-II 

между экспериментальными группами во фронтальной коре (F (4,11) = 5,31, p < 0,05). Апостери-

орный post hoc тест по Тьюки выявил разницу между группой «Аβ_ИГ» и интактными живот-

ными (p < 0,01). Разница между «Аβ_ИГ» и «Раст_ИГ» (p = 0,055), а также «Аβ_ИГ» и «Аβ_ИЦВ» 

(p = 0,057) наблюдалась на уровне тенденции, согласно post hoc тесту по Тьюки. В гиппокампе, 

не обнаружено достоверное увеличение экспрессии LC3-II (Рис. 12). 

 

Рисунок 12. Влияние введения AβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп на пока-

затели аутофагии (LC3-II) в лобной коре, областях СА1 и СА3 и зубчатой извилине гиппокампа 

C57BL/6 мышей. А – результаты количественного анализа оцифровки изображений (оптическая 

плотность с поправкой на фон) представлены как среднее ± ошибка среднего). N=3-4 в группе. 

На микрофотографиях (В) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически окрашенные 

против LC3-II. Увеличение - 200×, шкала 100 µм. Статистически значимые различия: * p < 0,05 

по сравнению с группой «Интактные». 
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Анализ экспрессии генов, связанных с аутофагией (Atg8, Becn1, Park2) после введения  

AβО25-35 в боковые желудочки или в гиппокамп 

 

Экспрессия гена Atg8 и Becn1 не изменялись ни во фронтальной коре, ни в гиппокампе, 

ни в миндалевидном теле в соответствии с t-критерием и U-тестом с поправкой Бонферрони (Рис. 

13). Т-тест с поправкой Бонферрони выявил достоверное снижение уровня экспрессии гена Park2 

во фронтальной коре в группе «Аβ_ИГ» по сравнению с интактной группой (p < 0,01). В минда-

левидном теле уровень экспрессии гена Park2 в группе «Аβ_ИЦВ» наблюдался на более высоком 

уровне, чем в группе «Раст_ИЦВ» по t-критерию с поправкой Бонферрони (p < 0,01). 

 

Рисунок 13. Влияние введения AβО25-35 и растворителя в боковые желудочки или в 

гиппокамп на уровни экспрессии генов Atg8, Becn1, Park2 в лобной коре, гиппокампе и миндале-

видном теле мышей C57BL/6. Данные представлены в виде коробчатых диаграмм с первым (Q1 

или 25-й процентиль) и третьим квартилями (Q3 или 75-й процентиль), медианой и усами значе-

ний, полученных в независимой группе животных (n = 6–8 в группе). Статистически значимые 

различия с учетом поправки Бонферрони: * p < 0,01 по сравнению с интактной группой; # p < 

0,01 по сравнению с группой «Раст_ИЦВ». 
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3.2. Изучение эффектов совместной активации mTOR-зависимой (рапамицин) и  

mTOR-независимой (трегалоза) аутофагии в качестве терапевтического подхода у мышей 

на нейротоксической модели БА 

 

3.2.1. Анализ поведения мышей на нейротоксической модели БА  

после введения рапамицина и трегалозы 

 

Оценка общей двигательной активности проводилась с помощью теста «Открытое поле» 

(Рис. 14А). Экспериментальные группы достоверно не различались по пройденному расстоянию 

(F (4, 65) < 1). Следовательно, поведенческие эффекты препаратов в остальных тестах были спе-

цифичными и не зависели от общей двигательной активности животного. В тесте крестообраз-

ного лабиринта выявлено достоверное влияние фактора лечения (F (4, 62) = 3,76, p < 0,01) на 

основной показатель тревожности (время, проведенное в открытых рукавах, Рис. 14В). Введение 

AβО25-35 приводило к значительному снижению параметра по сравнению с контрольной груп-

пой (p < 0,01), в то время как, только совместное применение рапамицина и трегалозы предот-

вращало этот анксиогенный эффект. 

Эффективность рапамицина и трегалозы в восстановлении когнитивной функции оцени-

валась с помощью теста пассивного избегания (Рис. 14С). Выявлено достоверное влияние фак-

тора лечения (F (4, 51) = 7,51, p < 0,001), обучения (повторные измерения) (F (1, 51) = 276,7, p < 

0,001) и взаимодействия. Между этими факторами (F (4, 51) = 8,15, p < 0,001) на показатель ла-

тентного времени перехода. Латентное время перехода в темный отсек в день обучения (до удара 

эл. током) достоверно не различалось между экспериментальными группами. В качестве доказа-

тельства обучения в день тестирования, через 24 часа после удара эл. током, контрольная группа 

продемонстрировала заметное увеличение латентного времени перехода, по сравнению с этим 

же показателем в день обучения (p < 0,001). В отличие от контрольной группы, латентное время 

перехода в день тестирования было резко снижено у мышей группы «Aβ» (p < 0,001), что указы-

вает на нарушение памяти. Индукторы аутофагии полностью восстанавливали данный поведен-

ческий ответ. Все три типа лечения (только рапамицин, или только трегалоза, или их комбина-

ция) заметно улучшили дефицит обучения, о чем свидетельствует более длительное латентное 

время перехода по сравнению с группой «Aβ» (p < 0,001). Тем не менее, не наблюдалось адди-

тивного терапевтического эффекта для комбинации рапамицина и трегалозы. 
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Рисунок 14. Влияние рапамицина, трегалозы или их комбинации на двигательную актив-

ность (пройденное расстояние) в тесте «Открытое поле» (A), тревожность в тесте «Крестообраз-

ный лабиринт» (B) и обучение в тесте пассивного избегания (C) у мышей на Aβ-индуцированной 

модели БА. Данные выражены как среднее ± ошибка среднего, полученные в независимой группе 

животных (n = 9-17 на группу). Статистически значимые различия: а p < 0.05, ааа p < 0.001 по 

сравнению со значениями в день обучения; ** p < 0,01, *** p < 0,001 по сравнению с группой 

«Контроль»; ### p < 0,001 по сравнению с группой «Aβ»; ^ p < 0,05 по сравнению с группой 

«Aβ_Трег». 
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3.2.2. Анализ накопления Аβ, активации микроглии, плотности нейронов  

на нейротоксической модели БА после введения рапамицина и трегалозы 

 

Анализ накопления Аβ на нейротоксической модели БА  

после введения рапамицина и трегалозы 

 

Накопление Aβ оценивали по флюоресценции сигнала во фронтальной коре, CA1 и СA3 

зоне гиппокампа, зубчатой извилине, миндалине (Рис. 15). Экспериментальные группы досто-

верно различались по уровням Aβ во фронтальной коре (F (6, 19) = 2,9, p < 0,05), зоне СА1 гип-

покампа (F (6, 18) = 3,5, p < 0,05), зоне CA3 гиппокампа (F (6 , 19) = 3,4, p < 0,05). Уровни Aβ 

были значительно увеличены в группах, получавших AβО25-35, по сравнению с контролем во 

фронтальной коре (p < 0,01), зоне CA1 (p < 0,01) и зоне CA3 гиппокампа (p < 0,05). Накопление 

Aβ было достоверно снижено под действием трегалозы, рапамицина или их комбинированного 

применения. Однако эффект изолированного или совместного применения достоверно не отли-

чался, в то время как введение 3-МА подавляло эффекты индукторов аутофагии, поскольку 

уровни Aβ в группах, получавших 3-MA, не отличались от таковых в группе, получавшей AβО25-

35. 
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Рисунок 15. Влияние рапамицина, трегалозы, 3-метиладенина или их комбинации в от-

ношении накопления Aβ. А – результаты количественного анализа оцифровки изображений (оп-

тическая плотность с поправкой на фон) представлены как среднее значение ± ошибка среднего. 

N=3-5 в группе. На микрофотографиях (B) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически 

окрашенные против Aβ в зоне CA1 гиппокампа. Увеличение 200×; шкала 100 µм. Прямоугольник 

в (C) указывает область, показанную в (B). Статистически значимые различия: * p < 0,05, ** p < 

0,01 по сравнению с группой «Контроль»; # p < 0,05, ## p < 0,01 по сравнению с группой «Aβ»; 

+ p < 0,05 по сравнению с группой «Аβ_Рап_Трег»; & p < 0,05 по сравнению с группой 

«Aβ_Рап_Трег_3-МА». 
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Анализ активации микроглии по маркеру IBA1 на нейротоксической модели БА  

после введения рапамицина и трегалозы 

 

Активацию микроглии оценивали по флюоресценции маркера микроглии IBA1 во фрон-

тальной коре, гиппокампе, миндалине (Рис. 16). Экспериментальные группы достоверно разли-

чались по экспрессии IBA1 во фронтальной коре (F (4, 14) = 11,8, p < 0,001), зоне CA1 гиппокампа 

(F (4, 12) = 4,7, p < 0,05), зоне CA3 гиппокампа (F (4, 12) = 3.3, p < 0.05), зубчатой извилине (F (4, 

12) = 4,8, p < 0,05), миндалине (F (4, 11) = 5.4, p < 0.05). Во всех исследованных областях мозга 

удалось обнаружить повышение экспрессии IBA1 в группе «Aβ», по сравнению с контрольной 

группой. Более того, изменения морфологии микроглии, связанные с активацией, явно присут-

ствовали в группе, получавшей AβО25-35. Следует отметить, что уровни IBA1 были относи-

тельно высокими в контрольной группе, вероятно, из-за повреждения ткани головного мозга, вы-

званного внутрижелудочковой инъекцией. Рапамицин и трегалоза по отдельности или в комби-

нации заметно ослабляли активацию микроглии. 
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Рисунок 16. Влияние рапамицина, трегалозы или их комбинации на экспрессию IBA1. А 

– результаты количественного анализа оцифровки изображений (оптическая плотность с поправ-

кой на фон) представлены как среднее значение ± ошибка среднего. N=3-4 в группе. На микро-

фотографиях (B) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически окрашенные против IBA1 

в зоне CA1 гиппокампа. Увеличение 200×; шкала 100 µм. Прямоугольник в (C) указывает об-

ласть, показанную в (B). Статистически значимые различия: * p < 0,05 по сравнению с группой 

«Контроль»; # p < 0,05, ## p < 0,01 по сравнению с группой «Aβ». 
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Анализ плотности нейронов, окрашенных по Нисслю, на нейротоксической модели БА  

после введения рапамицина и трегалозы 

 

Плотность нейронов измерялась как площадь, занимаемая окрашенными по Нисслю 

клетками во фронтальной коре, гиппокампе и миндалине (Рис. 17). Экспериментальные группы 

достоверно различались по параметру только в зоне СА1 гиппокампа (F (4, 14) = 3,71, p < 0,05). 

Введение AβО25-35 приводило к достоверному снижению плотности нейронов в зоне CA1 по 

сравнению с контрольной группой (p < 0,01), в то время как все другие группы достоверно не 

отличались от контроля. Следовательно, индукторы аутофагии предотвращали индуцированную 

AβО25-35 гибель нейронов в области CA1. 
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Рисунок 17. Влияние рапамицина, трегалозы, 3-метиладенина или их комбинации на 

площадь нейронов, окрашенных по Нисслю, в головном мозге мышей на Aβ-индуцированной 

модели БА. Данные выражены как среднее ± ошибка среднего, полученные в независимой группе 

животных (n = 3-5 на группу). B: Пирамидные нейроны, окрашенные по Нисслю, в зоне CA1 

гиппокампа. Увеличение 200 ×; шкала 100 µм. Прямоугольник в (С) указывает область, показан-

ную в (B). Статистически значимые различия: ** p < 0,01 по сравнению с группой «Контроль»; # 

p < 0,05 по сравнению с группой «Aβ». 
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3.2.3. Анализ активности аутофагии на нейротоксической модели БА после введения  

рапамицина и трегалозы 

 

 Экспрессия LC3-II достоверно различалась между экспериментальными группами во всех 

исследованных структурах мозга: фронтальной коре (F (6, 22) = 9,8, p < 0,001), зоне CA1 гиппо-

кампа (F (6, 21) = 10,9, p < 0,001), зоне CA3 гиппокампа (F (6, 21) = 9,7, p < 0,001), зубчатой 

извилине гиппокампа (F (6, 21) = 10,3, p < 0,001) и миндалине (F (6, 17) = 6.1, p < 0,01). Значения 

экспрессии LC3-II были выше в группе, получавшей Аβ, по сравнению с контрольной группой, 

получавшей стерильную воду, однако эти различия не были достоверными (Рис. 18). Наблюда-

лась тенденция в CА1 зоне гиппокампа (p = 0,07), CА3 зоне (p = 0,18), в зубчатой извилине (p = 

0,056). В то же время, после лечения трегалозой наблюдалось значительное увеличение экспрес-

сии LC3-II по сравнению с контролем во фронтальной коре и гиппокампе. Увеличение флюорес-

ценции LC3-II после использования трегалозы, по сравнению с группой Аβ, было значительно 

выше, во фронтальной коре, зоне CА3 гиппокампа. Совместное применение рапамицина и тре-

галозы значительно увеличило уровень экспрессии LC3-II по сравнению как с контрольной груп-

пой, так и с группой Аβ, во фронтальной коре, миндалине, зоне CА1 и зубчатой извилине гиппо-

кампа. Эффект совместного применения рапамицина и трегалозы на экспрессию LC3-II был 

выше, чем эффекты трегалозы и рапамицина в случае их изолированного применения в зубчатой 

извилине и миндалине. Следовательно, эти данные свидетельствуют об аддитивной стимуляции 

аутофагии этими соединениями в определенных структурах мозга в Аβ-индуцированной модели 

БА у мышей. Следует отметить, что введение 3-МА заметно ингибировало LC3-II флюоресцен-

цию во всех исследованных областях мозга. 
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Рисунок 18. Влияние рапамицина, трегалозы, 3-метиладенина или их комбинации на ак-

тивность аутофагии. А – результаты количественного анализа оцифровки изображений (оптиче-

ская плотность с поправкой на фон) представлены как среднее значение ± ошибка среднего. N=3-

6 в группе. На микрофотографиях (B) показаны коронарные срезы, иммуногистохимически окра-

шенные против маркера LC3-II в зоне CA1 гиппокампа. Увеличение 200×; шкала 100 µм. Прямо-

угольник в (C) указывает область, показанную в (B). Статистически значимые различия: * p < 

0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 по сравнению с группой «Контроль»; # p < 0,05, ## p < 0,01, ### p 

< 0,001 по сравнению с группой «Aβ»; ^ p < 0.05, ^^ p < 0.01 по сравнению с группой «Aβ_Трег»; 

@ p < 0,05, @@ p < 0,01 по сравнению с группой «Aβ_Рап»; +++ p < 0,001 по сравнению с группой 

«Aβ_Рап_Трег». 



63 

 

 

Анализ экспрессии генов, связанных с аутофагией (Atg8, Becn1, Park2)  

после введения рапамицина и трегалозы 

 

Анализ уровней мРНК генов-мишеней (Аtg8, Becn1 и Park2) проводили в гиппокампе 

мышей (Рис. 19). Согласно критерию Краскела-Уоллиса, обнаружено влияние фактора группы 

на уровень экспрессии мРНК гена Atg8 (H (4, N = 34) = 12,03, p < 0,05). Апостериорный тест по 

Тьюки выявил увеличение экспрессии мРНК гена Atg8 в группе «Аβ_Трег» по сравнению с груп-

пой «Контроль» (p < 0,05) и по сравнению с группой «Аβ» (p < 0,05). Различий между группами 

«Аβ_Рап_Трег» и группами с монотерапией не наблюдалось. Согласно критерию Краскела-Уол-

лиса, не удалось обнаружить межгрупповых различий в уровне экспрессии мРНК гена Becn1 (H 

(4, N= 34) = 8,68 p = 0,07). Экспериментальные группы достоверно различались по уровням мРНК 

гена Park2 (F (4,29) = 10,68, p < 0,001). Апостериорный тест по Тьюки выявил, что этот параметр 

был значительно выше у группы «Аβ_Трег» по сравнению с контрольной группой (p < 0,001) или 

группой Аβ (p < 0,001), а также с группой «Аβ_Рап» (p < 0,05). Мыши группы из группы 

«Аβ_Рап_Трег» не имели более высоких уровней мРНК Park2 по сравнению с контролем (p > 

0,05) или группой Аβ (p > 0,05).  
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Рисунок 19. Влияние рапамицина, трегалозы или их комбинации на уровни мРНК генов, 

связанных с аутофагией Atg8 (A), Becn1 (B) и Park2 (C) в гиппокампе мышей на Aβ-индуциро-

ванной модели БА. Данные представлены в виде коробчатых диаграмм с первым (Q1 или 25-й 

процентиль) и третьим квартилями (Q3 или 75-й процентиль), медианой и усами значений, полу-

ченных в независимой группе животных (n = 6-9 на группу). Статистически значимые различия: 

* p < 0,05, *** p < 0,001 по сравнению «Контроль»; # p < 0,05, ### p < 0,001 по сравнению с 

группой «Aβ»; ^ p < 0.05, по сравнению с «Aβ_Трег». 
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3.3. Влияние цефалоспоринового антибиотика цефтриаксона на когнитивные  

дефициты, накопление Aβ, показатели нейровоспаления, плотность нейронов у мышей с 

центральным введением AβО25-35 в боковые желудочки мозга 

 

3.3.1. Анализ поведения мышей на нейротоксической модели БА  

после введения цефтриаксона 

 

В тесте «Открытое поле» было выявлено влияние введения AβО25-35 (F (1,37) = 4,4, p < 

0,05) на локомоцию (пройденное расстояние). Межгрупповых различий в post hoc тесте по Тьюки 

не было выявлено. Эффекты лечения Цеф или взаимодействия между факторами были незначи-

тельными. 

Тест пассивного избегания. Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил 

влияние фактора Цеф (F (1,17) = 5,2, p < 0,05), на латентное время перехода мышей в темную 

зону в день тестирования. Латентное время перехода в темное помещение во время дня обучения 

(до удара эл. током) достоверно не различалось между экспериментальными группами. T-

критерий Стьюдента для зависимых переменных выявил достоверное увеличение латентного 

времени перехода в группах «Раст_Физ» (t (4) = -2,89, p < 0,05), «Раст_Цеф» (t (4) = -3,23, p < 

0,05) и «Аβ_Цеф» (t (5) = -3,79, p < 0,05), но не в группе «Аβ_Физ» (t (4) = -1,38, p > 0,05). Это 

свидетельствует о том, что в контрольных группах («Раст_Физ» и «Раст_Цеф») сформировалась 

ассоциация между контекстом экспериментальной установки и опасностью темного отсека. В 

группе с введением амилоида («Аβ_Физ») фиксировалось нарушение ассоциативной памяти, ко-

торое было восстановлено при введении Цеф в группе «Аβ_Цеф». 

Т-образный лабиринт. Двухфакторный дисперсионный анализ (ANOVA) выявил до-

стоверное влияние фактора лечения Цеф (F (1,34) = 5,2, p < 0,05), но не фактора введения AβО25-

35 (F (1,34) < 1) или взаимодействия между факторами (F (1,34) < 1) на процент правильных 

выборов в Т-образном лабиринте по протоколу спонтанных чередований (Рис. 20F). Процент 

правильных выборов в группе «Аβ_Цеф» был выше, чем в группе «Аβ_Физ» (p < 0,05). 

Влияние цефтриаксона на когнитивные функции у мышей с введением АβО25-35 в си-

стеме Intelliсage.  

Условная реакция предпочтения места. В данном тесте наблюдалось значительное 

влияние фактора обучения (повторные измерения) (F (4,104) = 76,03, p < 0,001) и его взаимодей-

ствия с фактором введения АβО25–35 (F (4,104) = 7,29, p < 0,001) на процент правильных посе-

щений (Рис. 20А). Все экспериментальные группы продемонстрировали достоверное увеличение 

процента правильных посещений на 2–5-й день тестирования по сравнению с первым днем (пе-

риодом обучения) теста. Апостериорный LSD-тест показал, что в первый день теста, процент 



66 

 

 

правильных посещений был существенно снижен в группе «Аβ_Физ» по сравнению с контроль-

ными мышами из группы «Раст_Физ» (p < 0,01), что указывает на нарушения пространственной 

памяти и обучения у мышей, подвергшихся нейротоксическому воздействию АβO25–35, в то 

время как у мышей группы «Аβ_Цеф» не наблюдалось значительного снижения параметра по 

сравнению с группами, не получавшими инъекции АβО25–35. Однако в следующие дни, процент 

правильных посещений увеличился у мышей из группы «Аβ_Физ» до уровня мышей, получав-

ших воду. Наиболее значительная разница в процентном отношении правильных посещений 

между мышами из группы «Аβ_Физ» и мышами из группы «Раст_Физ» была отмечена в течение 

периода 3–6 часов в первый день (Рис. 20В). Мыши из группы «Аβ_Цеф» не показали значитель-

ного снижения процента правильных посещений по сравнению с группами, которые не получали 

инъекции АβО25–35 в последующие дни (фактор обучения (повторные измерения) (F (3,75) = 

7,29, p < 0,001), введение АβО25–35 (F (1,25) = 9,2, p < 0,01). 

Переучивание условной реакции предпочтения места. В тесте на переучивание 

наблюдалось значительное влияние фактора обучения (повторные измерения) (F (4,104) = 33,83, 

p < 0,001) на процент правильных посещений, а также на процент неправильных посещений (F 

(4,104) = 33,0, p < 0,001), при этом влияние других факторов или их взаимодействие было незна-

чительным. Все экспериментальные группы продемонстрировали значительное увеличение про-

цента правильных посещений (Рис. 20С) и одновременно значительное снижение процента не-

правильных посещений (данные не показаны) на 2–5-й день тестирования по сравнению с пер-

вым днем (период обучения) этой фазы. Достоверных межгрупповых различий не обнаружено. 

Никаких межгрупповых различий не наблюдалось в первый день (фактор обучения (повторные 

измерения) (F (3,75) = 10,71, p < 0,001) для процента правильных посещений и фактор обучения 

(повторные измерения) (F (3,75) = 15,79, p < 0,001) для процента неправильных посещений; дан-

ные не показаны). Таким образом, способность к переучиванию условной реакции наблюдалась 

во всех исследуемых группах. Введение АβО25–35 или Цеф не оказали значительного влияния 

на эту функцию. 

Тест условного избегания. Аналогичным образом, в тесте условного избегания наблю-

далось значительное влияние фактора обучения (повторные измерения) (F (3,78) = 624,2, p < 

0,001) на процент неправильных посещений, в то время как влияние других факторов или их 

взаимодействие было незначительным. Все экспериментальные группы с первого дня обучения 

продемонстрировали значительное снижение процента неправильных посещений угла, который 

на предыдущей фазе (в тесте переучивания условной реакции предпочтения места) был признан 

правильным (Рис. 20D) и мышей за его посещение не наказывали. На 2–3 дни условного теста 

избегания во всех группах наблюдалось дальнейшее снижение процента неправильных посеще-

ний по сравнению с первым днем тренировки. Таким образом, способность к обучению в тесте 
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условного избегания наблюдалась во всех исследуемых группах. Введение АβО25–35 или Цеф 

не оказали значительного влияния на эту функцию. 

Тест угашения условного избегания. Тест угашения условного избегания выявил зна-

чительное влияние фактора обучения (повторные измерения) (F (5, 130) = 26,1, p < 0,001) и вве-

дения АβО25–35 (F (1,26) = 10,55, p < 0,01) на процент посещений угла, который был признан 

неправильным во время теста условного избегания, в то время как влияние других факторов или 

их взаимодействие было незначительным. Все экспериментальные группы продемонстрировали 

постепенное увеличение процента посещений в тесте угашения условного избегания (Рис. 20D). 

Мыши из группы «Раст_Физ» или «Раст_Цеф» показали повышенный процент посещений со 

второго дня теста угашения условного избегания по сравнению с последним днем теста услов-

ного избегания. Однако у мышей, получавших АβО25–35, наблюдалось замедленное угасание 

обучению избегания. Мыши группы «Аβ_Физ» продемонстрировали значительное увеличение 

процента посещений с четвертого дня, тогда как мыши группы «Аβ_Цеф» с пятого дня теста 

угашения условного избегания. Примечательно, что значения параметра в группе «Аβ_Цеф» 

были значительно ниже, чем в группе «Раст_Физ» или «Раст_Цеф» во все дни теста угашения 

условного избегания.  

Тест на патрулирование. Тест на патрулирование также выявил значительный эффект 

фактора обучения (повторные измерения) на процент правильных посещений (F (2,52) = 21,1, p 

< 0,001), в то время как влияние других факторов или их взаимодействие было незначительным. 

Согласно апостериорному тесту LSD, все экспериментальные группы продемонстрировали зна-

чительное увеличение процента правильных посещений на третий день тестирования по сравне-

нию с первым днем теста. Все группы показали значительно повышенный уровень правильных 

посещений по сравнению с уровнем вероятности (25%) со второго дня теста поведения патрули-

рования (Рис. 20Е). Таким образом, во всех исследуемых группах рабочая память не была нару-

шена. Введение АβО25–35 или Цеф не оказали значительного влияния на эту функцию. Однако 

следует отметить, что группы, обработанные АβО25–35, существенно не различались по про-

центу правильных посещений по сравнению с уровнем вероятности в первый день теста патру-

лирования, в то время как группы, получавшие воду, значительно увеличили уровень правильных 

ответов по сравнению с уровнем вероятности в первый день теста. Это может указывать на за-

держку усвоения нового правила в группах, получавших АβО25–35. 
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Рисунок 20. Влияние введения Цеф и АβО25–35 на когнитивный профиль в тесте услов-

ной реакции предпочтения места (А, B), переучивания условной реакции предпочтения места (C), 

тесте условного избегания и угашения условного избегания (D), тесте на патрулирование (E) в 

IntelliCАge, и тесте спонтанных чередований в Т-образном лабиринте (F) на мышах. Динамика 

предпочтения места в Intellicage оценивалась в течение всего периода теста с суммированием 

значений ежедневно (А) или в течение первого дня этой фазы теста со значениями, объединен-

ными в течение 3 часов (B). Данные выражены в виде средних значений (А, C – E) или средних 

± ошибка средних (B, F) значений, полученных в независимой группе животных (n = 7–8 на 

группу). Статистически значимые различия: & p < 0,05, && p < 0,01, &&& p < 0,001 по сравнению 

со значениями той же группы в первую временную точку фазы, для условий избегания - по срав-

нению со значениями той же группы в последний день предыдущей фазы (день 0 на рисунке), 

для теста угашения избегания - по сравнению со значениями той же группы в последний день 

предыдущей фазы (день 3 теста условного избегания); $ p < 0,05, $$ p < 0,01 по сравнению со 

значениями, полученными в той же группе в первый день теста на создание условий избегания; 

% p < 0,05, %% p < 0,01, %%% p < 0,001 по сравнению с уровнем вероятности (25%); ∗ p < 0,05, 

∗∗ p < 0,01 по сравнению с соответствующими значениями группы «Раст_Физ»; # p < 0,05 по 

сравнению с соответствующими значениями группы «Аβ_Физ»; @ p < 0,05, @@ p < 0,01 по срав-

нению с соответствующими значениями группы «Раст_Цеф». 
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3.3.2. Анализ накопления Аβ, плотности нейронов, показателей нейровоспаления на  

нейротоксической модели БА после введения цефтриаксона 

 

У мышей, подвергшихся центральному введению AβО25-35, накопление Aβ было значи-

тельно снижено после терапии Цеф во фронтальной коре и гиппокампе (Табл. 4). Были выявлены 

достоверные эффекты факторов введения АβО25–35 (F (1,8) = 62,2, p < 0,001), лечения Цеф (F 

(1,8) = 30,1, p < 0,001) и их взаимодействия (F (1, 8) = 46,3, р < 0,001) на уровни Аβ во фронтальной 

коре у мышей. Точно так же содержание Aβ было значительно увеличено в областях CA1 и CA3 

или зубчатой извилине гиппокампа у мышей группы «Аβ_Физ», получавших инъекции AβО25-

35, по сравнению с контрольными мышами группы «Раст_Физ», и этот показатель снизился до 

уровня контрольной группы после терапии Цеф (Табл. 4). В области СА1 гиппокампа значимые 

эффекты введения AβО25-35 (F (1,8) = 19,1, p <0,01) и взаимодействие между факторами AβО25-

35 и лечением Цеф (F (1,8) = 7,8, p < 0,05) на уровень Aβ. В области СА3 гиппокампа значимые 

эффекты введения AβО25-35 (F (1,8) = 23,2, p < 0,01), лечения Цеф (F (1,8) = 9,5, p < 0,05) и 

взаимодействия между факторами (F (1,8) = 11,3, p < 0,01) на уровень Aβ не обнаружено. Введе-

ние AβО25-35 (F (1,8) = 12,3, p < 0,01), но не влияние Цеф или взаимодействие факторов, суще-

ственно не влияло на содержание Aβ в зубчатой извилине гиппокампа.  

 

Таблица 4 - Влияние введения Цеф и AβО25-35 на накопление Aβ во фронтальной коре, CA1, 

CA3 зоне гиппокампа и зубчатой извилине у мышей на нейротоксической модели БА 

 

Мозговая 

структура 

Группа 
Эффект 

(F, p) 

Раст_Физ Раст_Цеф Аβ_Физ Аβ_Цеф  

Фронт. кора 24,5±5,3 44,8±17,8 251,6±16,1 61,5±18,7 

AβО25-35: 

F(1,8) = 62,17 

p < 0,001; 

Цеф: F(1,8) = 30,13 

p < 0,001; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) = 46,29 

p < 0,001 
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Продолжение Таблицы 4 

CA1 52,8±22,4 99±23 428,2±71,4 182,1±70 

AβО25-35: 

F(1,8) = 19,05  

p < 0,01; 

Цеф:  

F(1,8) = 3,62 

p > 0,05; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) = 7,75  

p < 0,05 

CA3 71,5±30,6 96,2±40,3 790,5±145,6 223,9±84,4 

AβО25-35: 

F(1,8) = 23,21 

p < 0,01; 

Цеф: F(1,8) = 9,51 

p < 0,05; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) = 11,32 

p < 0,01 

 

Зубчатая 

извилина 

100,5±31,5 100,1±19,3 605,9±180,2 295,7±74,9 

AβО25-35: 

F(1,8) = 12,28 

p < 0,01; 

Цеф: F(1,8) = 2,37 

p > 0,05; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) = 2,51 

p > 0,05 

 

Экспрессия IBA1 была значительно повышена во фронтальной коре у мышей группы 

«Аβ_Физ» по сравнению с группой «Раст_Физ» (p < 0,001), в то время как она существенно сни-

зилась до контрольных значений после терапии Цеф (p < 0,01). В гиппокампе на экспрессию IBА1 

достоверно влияло только введение АβО25–35 в области CА1 (F (1,8) = 26,3, p < 0,001) или зуб-

чатой извилине (F (1,8) = 94,4, p < 0,001) но не в области CА3 (F (1,8) = 2,8, p > 0,05), в то время 

как эффекты Цеф или взаимодействия факторов были незначительными (Табл. 5). 
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Таблица 5 - Влияние введения Цеф и AβО25-35 на экспрессию микроглиального маркера 

IBA1 во фронтальной коре и в гиппокампе у мышей  

Мозговая 

структура 

Группа 
Эффект 

(F, p) 

Раст_Физ Раст_Цеф Аβ_Физ Аβ_Цеф  

Фронт. кора 26±2,9 28.8±7,9 101,9±7,8 39.7±6,7 

AβО25-35: 

F(1,10) = 37,41 

p < 0,001; 

Цеф: F(1,10) = 17,53 

p < 0,01; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,10) = 21 

p < 0,01 

CA1 162,7±52,1 220,1±63,8 485.7±49,4 410,3±27,6 

AβО25-35: 

F(1,8) = 26,3  

p < 0,001; 

Цеф: F(1,8) < 1; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) = 1,77  

p > 0,05 

CA3 387,1±79,3 675,6±141,2 837,1±159,3 673,7±143,4 

AβО25-35: 

F(1,8) = 2,78 

p > 0,05; 

Цеф: F(1,8) < 1; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) = 2,83 

p > 0,05 

 

Зубчатая 

извилина 

339,1±172 427,1±89,9 783,9±165,4 1013,9±67,9 

AβО25-35: 

F(1,8) = 94,38 

p < 0,001; 

Цеф: F(1,8) = 1,45 

p < 0,05; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) < 1 
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Накопление Аβ также положительно коррелировало с активацией микроглии в области 

CА1 гиппокампа (r (12) = 0,82, p < 0,01) или зубчатой извилине (r (12) = 0,59, p < 0,05), но не в 

области CА3. Положительная корреляция между накоплением Аβ и экспрессией CD54 была об-

наружена в области CА3 гиппокампа (r (11) = 0,61, p < 0,05), но не в CА1 или зубчатой извилине. 

Экспрессия воспалительного маркера CD54 была значительно увеличена в лобной коре 

и гиппокампе у мышей группы «Аβ_Физ» по сравнению с контрольными мышами группы 

«Раст_Физ», в то время как она существенно снизилась до уровня контрольной группы после 

терапии Цеф (Рис. 21). 

 

 

Рисунок 21. Влияние введения Цеф и АβО25–35 на экспрессию воспалительного маркера 

CD54 во фронтальной коре (А, B) или гиппокампе (C в области CА1; D в области CА3; E в зуб-

чатой извилине) у мышей. (А, C – E) - результаты количественного анализа оцифровки изобра-

жений (оптическая плотность с поправкой на фон) представлены в виде среднего ± ошибка сред-

него. N=3-4 в группе. На микрофотографиях (B) показаны коронарные срезы, иммуногистохими-

чески окрашенные против CD54 во фронтальной коре. Увеличение - 200×, шкала 50 мкм. Стати-

стически значимые различия: ∗ p < 0,05, ∗∗ p < 0,01 по сравнению с группой «Раст_Физ»; # p < 

0,05, ## p < 0,01 по сравнению с группой «Аβ_Физ». 
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Выявлено достоверное влияние фактора введения АβО25–35 (F (1,11) = 5,42, p < 0,05) на 

уровень CD54 во фронтальной коре. В области CА1 гиппокампа взаимодействие между факто-

рами АβО25–35 и Цеф значительно влияло на экспрессию CD54 (F (1,10) = 5,5, p < 0,05). В обла-

сти CА3 гиппокампа был обнаружен значительный эффект Цеф (F (1,9) = 9,5, p < 0,05) на уровень 

CD54. Введение АβО25–35 (F (1,9) = 6,95, p < 0,05), а также взаимодействие между факторами 

АβО25–35 и Цеф (F (1,9) = 5,85, p < 0,05) имели значительное влияние на экспрессию CD54 в 

зубчатой извилине гиппокампа.  

Мы не обнаружили существенных различий в плотности нейронов во фронтальной 

коре или областях СА1 и СА3 гиппокампа между группами. Ни введение AβО25-35, ни лечение 

Цеф существенно не повлияли на этот параметр у мышей (Табл. 6). 

 

Таблица 6 - Влияние введения Цеф и AβО25-35 на плотность нейронов (по данным окра-

шивания по Нисслю) во фронтальной коре и гиппокампе у мышей 

 

Мозговая 

структура 

Группа Эффект 

(F, p) Раст_Физ Раст_Цеф Аβ_Физ Аβ_Цеф 

Фронт. кора 30.2±1.0 29.8±1.0 29.3±1.9 30.4±1.4 

AβО25-35: 

F(1,8) < 1; 

Цеф: F(1,8) < 1; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) < 1 

CA1 15.6±2.8 13.8±1.7 13.7±1.2 15.2±1.6 

AβО25-35: 

F(1,8) < 1; 

Цеф: F(1,8) < 1; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) < 1 

CA3 14.8±0.8 15.2±0.4 13.9±0.6 14.2±1.0 

AβО25-35: 

F(1,8) < 1; 

Цеф: F(1,8) < 1; 

AβО25-35 х Цеф: 

F(1,8) < 1 
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Глава 4. Обсуждение результатов 

 

 

 

Aβ-токсичность способна вызывать снижение когнитивных функций. Это было продемон-

стрировано при введении различных синтетических типов Aβ (1-40, 12-28, 25-35). Введение Aβ1-

40 и Aβ12-28 в мозг нарушало сохранение реакции активного избегания в Т-образном лабиринте 

[154, 155] и в Y-образном лабиринте [156], обучение пассивному избеганию [157] и обучение с 

пищевым подкреплением у крыс в Y-образном лабиринте [156, 158]. Введение AβО25-35 перед 

обучением вызывало дозозависимое нарушение рабочей памяти в тесте спонтанного чередования 

в Y-образном лабиринте и нарушение удержания в обучении в тесте пассивного избегания [159]. 

Введение AβО25-35 крысам вызывало нарушение пространственной рабочей памяти в радиаль-

ном лабиринте с 8 рукавами [160, 161]. Введение агрегированного AβО25-35 в боковые желу-

дочки головного мозга крыс вызывало нарушение памяти в водном лабиринте [162]. Нарушения 

кратковременной пространственной памяти в водном лабиринте Морриса были продемонстри-

рованы у крыс после билатеральных инъекций AβО25-35 в зоны CA1-CA3 гиппокампа [163]. Как 

видно из наших результатов, обе модели показали примерно одинаковый уровень дефицита дол-

говременной ассоциативной памяти в тесте пассивного избегания. В то же время введение 

АβО25-35 не влияло на общую двигательную и исследовательскую активность, а также на пока-

затели эмоциональности и тревожности мышей, выявленные в тесте «Открытое поле». 

Следует отметить, что ранние проявления когнитивных нарушений различаются в разных 

исследованиях. Так, введение фрагментов Аβ в боковые желудочки головного мозга приводит к 

амнезии, которая проявляется, начиная с 4-го дня после операции [164], и сохраняется как мини-

мум до 180-го дня после введения [161]. Хотя в вышеупомянутых исследованиях было показано 

нарушение кратковременной, а не долговременной памяти, в нашем исследовании нарушение 

долговременной памяти наблюдалось через 1 месяц, что согласуется с другими публикациями 

[165-167]. В то же время в большинстве цитируемых работ поведение данной формы изучалось 

лишь один раз, и почти ни в одной из них не сообщалось о временном развитии когнитивных 

нарушений после введения Аβ.  

Инъекции Aβ в различные структуры лимбической системы (миндалевидное тело, гиппо-

камп, маммилярные тела, перегородку, хвостатое тело) вызывали сопоставимое увеличение ла-

тентного периода в тесте активного избегания удара током.[154]. В качестве контроля вводили 

инъекцию в таламус, где увеличения латентного времени не наблюдалось. В нашем исследовании 

внутригиппокампальные и внутрижелудочковые инъекции не различались. Очевидно, ликвор 

омывает практически все лимбические структуры и может распределять Аβ. 
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Ухудшение памяти может различаться в зависимости от количества введенного Aβ. Дей-

ствительно, при внутригиппокампальном введении нам требовалось в 2 раза меньше количества 

Aβ, чтобы вызвать такие же нарушения в задаче пассивного избегания. Это согласуется с преды-

дущим исследованием [155], в котором инъекция аналога Aβ (1-28) в гиппокамп (0,61 нмоль) 

вызывала когнитивные дефициты при гораздо меньших дозах, чем инъекция в боковой желудо-

чек (3,07 нмоль) в задаче активного избегания удара током. В некоторых исследованиях исполь-

зовалась гораздо меньшая доза Aβ1-42, от 10 до 500 пмоль на мышь в задачах на пространствен-

ную рабочую или опознавательную память [168, 169].  

В экспериментальных группах с введением олигомеров амилоида было обнаружено зна-

чительное увеличение экспрессии амилоида по сравнению с группами, которым вводили раство-

ритель. Однако при исследовании накопления амилоида в субструктурах, удалось выявить инте-

ресный феномен. Во фронтальной коре накопление амилоида в экспериментальных группах с 

введением амилоида было более выраженным, чем в гиппокампе, даже при введении амилоида 

непосредственно в гиппокамп. При введении непосредственно в желудочки, накопление амило-

ида в зубчатой извилине гиппокампа наблюдалось значительно меньше, чем в группе с введе-

нием амилоида в гиппокамп. Это согласуется с данными о распространении амилоидных бляшек 

у пациентов с БА с течением времени.  Неокортекс всегда является первой областью, в которой 

начинают откладываться отложения Aβ [170]. Таким образом, можно предположить, что эта об-

ласть имеет наибольшую восприимчивость к отложению Aβ. После этого все регионы, вовлека-

ясь в β-амилоидоз в фазах 2, 3, 4 и 5 получают афферентные импульсы от ранее пораженных 

областей. При этом отложения Aβ во всем мозге расширяются в антероградном направлении из 

областей, уже демонстрирующих отложения Aβ, в области, получающие на вход сигналы из этих 

регионов. Поскольку разные области мозга (например, миндалевидное тело и ядра моста) полу-

чают на вход сигналы от одной Aβ-содержащей области (например, неокортекса), но вовлека-

ются в β-амилоидоз на разных фазах (например, миндалина в Аβ-фазе 2, а ядра моста в Аβ-фазе 

5) можно сделать вывод, что различная чувствительность к отложению Аβ играет дополнитель-

ную роль в определении того, когда данная область вовлекается в β-амилоидоз. Более высокая 

чувствительность амилоида к фронтальной коре не сопровождалось снижением плотности 

нейронов в этой области, что может свидетельствовать о ранних признаках амилоидоза, когда 

количество амилоида недостаточно для гибели нейронов, но достаточно, чтобы вызывать нейро-

воспаление. 

Характер распределения амилоидных депозитов для обеих моделей в нашей работе хо-

рошо согласуется с распределением маркерного белка активации микроглии IBA1, отражающего 

усиление нейровоспаления в соответствующих областях мозга. Известно, что IBA1 принимает 

участие в процессах активирования фагоцитарной функции микроглиоцитов, морфологически 
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проявляющихся в округлении, увеличении размеров тела клетки и укорочении ее отростков.  

Было показано, что наибольшие уровни белка IBA1, также как и Aβ, наблюдались в зонах CA1 и 

CA3 гиппокампа и по своему значению были примерно одинаковыми, при сравнении моделей 

между собой. Накопление амилоида сопровождается усилением нейровоспаления и активацией 

микроглии в CA1 зоне гиппокампа и во фронтальной коре.  

Следует заметить, что в нашей работе мы не нашли достоверного повышения уровней 

мРНК гена Aif1 в тканях коры и гиппокампа, хотя медианы и диапазоны разброса вариант для 

групп мышей с интрацеребральным введением AβО25-35 были сдвинуты в области более высо-

ких значений, по сравнению с таковыми у интактных животных. При этом в тканях миндалевид-

ного тела, не подвергавшихся прямому воздействию экзогенного AβО25-35, наблюдалось досто-

верное увеличение экспрессии этого гена на модели с ИЦВ введением AβО25-35.  Хорошо из-

вестно, что время полу-жизни мРНК внутри клеток очень коротко и составляет всего несколько 

минут [171], тогда как приблизительные оценки времени полу-жизни молекул клеточного проте-

ина, полученные для 4000–6000 разновидностей белка, показывают 10-1000 часов [172]. За отно-

сительно продолжительный диапазон прошедшего времени от введения AβО25-35, паттерны 

мРНК с возможно высокими уровнями Aif1 в гиппокампе и фронтальной коре могли восстано-

виться до низких контрольных значений, тогда как уровни содержания белка IBA1 в микроглии, 

участвующей в нейровоспалительном ответе в этих субструктурах мозга, остались на высоком 

уровне. В литературе отмечены случаи отсутствия однонаправленной динамики изменения ко-

личества  микроглиального маркерного белка IBA1 и уровней мРНК гена Aif1 при изучении сре-

зов мозга разных областей коры и гиппокампа у пациентов разной степени тяжести БА с исполь-

зованием методов ИГХ, ПЦР и Вестерн-блоттинга [122]. На отсутствие изменения уровней мРНК 

гена Aif1 в височной коре у больных БА указывалось при изучении активации инфламмасомы 

NLRP3 как важного компонента нейровоспалительного ответа [173]. С другой стороны, на транс-

генных мышах с увеличенной экспрессией предшественников Aβ, было найдено повышение 

уровней мРНК гена Aif1 в гиппокампе животных старше 6 месяцев при начале наблюдений от  

двухмесячного возраста [174, 175]. Это означает, что возраст животного также является важным 

фактором в проявлении патогенетических признаков БА. Заметим, что возраст мышей в нашем 

эксперименте был значительно моложе и составлял около 4 месяцев. Тем не менее, точные при-

чины отсутствия достоверного повышения уровней мРНК гена Aif1 в гиппокампе и фронтальной 

коре в условиях нашего эксперимента при выраженном увеличении количества микроглиального 

белка IBA1 в этих структурах в ответ на введение AβО25-35 остаются неизвестными. Возможно, 

в определенной мере это связано с недостаточной изученностью процессов посттрансляционной 

модификации белка IBA1, сопряженной с нейровоспалительными реакциями. 
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В своей работе мы обнаружили достоверное повышение уровней мРНК гена Lcn2 в гип-

покампе мышей, причем, как и в случае с экспрессией гена Aif1 в миндалине, это отчетливо про-

явилось в группе с ИЦВ введением AβО25-35, по сравнению с интактными животными. Следует 

заметить, что в группе с ИГ введением AβО25-35 медиана и диапазон разброса вариант также 

были сдвинуты в области более высоких значений. Если увеличение количества IBA1 маркирует 

активацию микроглиальных клеток в процессах нейровоспаления, то увеличение содержания 

белка липокалина 2 (LCN2) ассоциируется с увеличением вовлечения астроцитов и эпителия хо-

риоидного сплетения в воспалительные процессы, и этот протеин также маркирует наличие ней-

ровоспаления. Известно, что эпителиальные клетки хориоидного сплетения выстилают стенки 

бокового желудочка, находящегося в контакте с гиппокампом. Возможно, это и объясняет повы-

шение уровней мРНК гена Lcn2 в гиппокампе при ИЦВ введении AβО25-35. При ИГ введении 

AβО25-35 реакция повышения генной экспрессии выражена слабее, т.к. источником модуляции 

экспрессии мРНК этого гена могли выступать только астроциты без участия эпителиальных кле-

ток. Подтверждением наличия более выраженного нейровоспалительного эффекта на ИЦВ мо-

дели служит найденное повышение уровня мРНК гена Lcn2 в гиппокампе и во фронтальной коре 

именно в группе с ИЦВ введением растворителя (стерильной воды), по сравнению с интактными 

животными, что также ассоциируется с вкладом эпителия хориоидного сплетения в модифика-

цию уровня экспрессии этого гена. Изменения уровней мРНК гена Lcn2 в субструктурах мозга 

при ИЦВ введении стерильной воды, по всей видимости, связано с воспалительной реакцией в 

ответ на осмотический шок. Наши результаты согласуются с данными на фармакологической 

модели БА у крыс, когда было показано, что именно при ИЦВ способе введения стерильной воды 

и AβО25-35 в обоих случаях наблюдалась дегенерация клеток в дорзальном гиппокампе, тогда 

как при введении физиологического раствора такого не наблюдалось. [176]. Тем не менее, в 

нашей работе мы наблюдали снижение плотности нейронов во фронтальной коре при ИГ введе-

нии растворителя, что согласуется с данными о потере нейронов в коре при введении амилоида 

[177]. Участие LCN2 в различных механизмах амилоидной токсичности, особенно в нейровоспа-

лении и окислительном стрессе подтверждается и другими исследователями. Так, например, уда-

лось выявить активацию LCN2 во фронтальной коре головного мозга человека, а также положи-

тельную корреляцию между ишемическими изменениями белого вещества и сывороточным 

LCN2. На модели БА у мышей известно увеличение астроцитарного LCN2, активация микроглии, 

накопление железа и нарушение гематоэнцефалического барьера в гиппокампе [178]. 

Уровень экспрессии гена Nrf2 в гиппокампе, миндалине и во фронтальной коре мышей 

при обоих ИЦВ и ИГ способах введения AβО25-35 и его растворителя не был изменен. Вероятно, 

в условиях нашего эксперимента регуляция активности NRF2-системы еще не была затронута 
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токсическим действием Aβ, а была в большей степени связана с посттрансляционными измене-

ниями этого белка и не с модуляцией экспрессии гена Nrf2. Как указывалось, транслокация и 

активация NRF2 осуществляется только после отщепления от него фрагмента KEAP1, проходя-

щая в цитоплазме при участии протеасом [179]. Тогда процессы регуляции протеасомной ре-

стрикции цитоплазматического NRF2 ответственны за регуляцию активности NRF2-системы и в 

случае условий нашего эксперимента. 

 Найдено увеличение содержания белка LC3-II во фронтальной коре мышей с ИГ введе-

нием AβО25-35, по сравнению с интактными мышами и соответствующей группой растворителя. 

Это свидетельствует об активации аутофагии в структурах мозга, индуцированной разными спо-

собами центрального введения AβО25-35. Такое же повышение содержания белка LC3-II в струк-

турах мозга на анимальной модели БА наблюдалось и в других исследованиях. Например, при 

изучении фармакологической модели БА, вызванной центральным введением AβО25-35, наблю-

далось почти  трёхкратное увеличение экспрессии LC3-II в лобной коре, тогда как антибиотик 

цефтриаксон значительно снижал скорость аутофагии, что, по-видимому, было связано с его про-

тивовоспалительным действием [180]. 

Уровень экспрессии мРНК гена Atg8 в гиппокампе, миндалевидном теле и во фронтальной 

коре мышей через 1 месяц при обоих способах доставки AβО25-35 или его растворителя не был 

изменен по сравнению с интактными животными. Более того, на относительно старых животных, 

на анимальной трансгенной модели были получены данные о снижении уровней мРНК гена Atg8 

в 3,1 раза в коре головного мозга 12-месячных мутантных мышей, по сравнению с диким типом 

[102]. Увеличение уровня белка LC3-I и последующее увеличение уровня белка LC3-II, маркиру-

ющего аутофагию, в камбаловидной мышце крыс Wistar после их физической тренировки, не-

смотря на полное отсутствие изменений в уровнях мРНК Atg8, отмечали и другие исследователи 

[181]. Подобная гетерогенность данных экспрессии мРНК и экспрессии белка также наблюдалась 

нами и в отношении экспрессии белка IBA1 и экспрессии мРНК Aif1 в тканях гиппокампа и фрон-

тальной коры при интрацеребральных введениях AβО25-35, о чем указывалось выше. Объясне-

ния подобного феномена могут быть связаны с процессами посттрансляционной модификации 

белка.  

Учитывая данные по усилению аутофагии на основании содержания LC3-II (при отсут-

ствии изменения уровней мРНК гена Atg8), следовало ожидать возможное увеличение экспрес-

сии гена Becn1 в тканях мозга и в нашей работе. С другой стороны, данные, полученные на ста-

рых трансгенных мышах и человеческих образцах тканей мозга БА, показывали снижение белка 

и уровней мРНК гена Becn1. Тем не менее, в нашей работе мы не увидели достоверных измене-

ний уровней экспрессии гена Becn1 в гиппокампе, миндалевидном теле и во фронтальной коре 

на модельных 4-х месячных мышах через 1 месяц после центральных введений AβО25-35 и его 
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растворителя. Отсутствие изменений уровней мРНК гена Becn1 согласуется с таким же отсут-

ствием изменений другого маркера аутофагии - уровней мРНК гена Atg8. Таким образом можно 

заключить, что, несмотря на активацию аутофагии, маркированную по содержанию белка LC3-

II (не во всех структурах и не одинаково у разных моделей), проходящий на данной стадии мо-

дельный  патогенетический процесс уже/еще не оказал модуляционного эффекта на транскрип-

ционную регуляцию изучаемых генов аутофагии у молодых животных. 

В нашей работе мы нашли достоверное понижение уровней экспрессии гена Park2 во 

фронтальной коре мышей при ИГ введении AβО25-35, по сравнению с интактными животными 

и тенденцию понижения экспрессии данного гена в этой структуре, по сравнению с ИГ введением 

растворителя. Полученные нами данные согласуются с результатами других исследователей 

[182]. Как и в случае с моделью на крысах, это снижение может быть интерпретировано как факт 

угнетения митофагии в структурах фронтальной коры, инициированного из гиппокампа. Тем не 

менее, при изучении экспрессии гена Park2 в миндалевидном теле был обнаружен противопо-

ложный эффект. Причем, отмечалась зависимость выявленного эффекта от другого способа до-

ставки в мозг препаратов: ИЦВ введение AβО25-35 вызывало достоверное повышение уровней 

мРНК гена Park2 в тканях амигдалы, по сравнению с ИЦВ введением растворителя, и показывало 

тенденцию повышения экспрессии данного гена в этой структуре мозга, по сравнению с интакт-

ными животными. Этот факт также не противоречит тому, что ИЦВ введение AβО25-35 обладает 

менее выраженным токсическим действием на митофагию и способствует ее активации в неко-

торых структурах мозга. 

БА характеризуется наличием амилоидных бляшек в головном мозге. Основными компо-

нентами этих бляшек являются пептиды Aβ1-40 и Aβ1-42. Наряду с наиболее распространен-

ными формами также присутствуют многие более короткие пептиды, образованные фермента-

тивным процессингом. Токсичность зависит от конкретных видов Aβ, состояния агрегации и 

структурных особенностей пептидных комплексов [183]. Мономеры и зрелые фибриллы практи-

чески нетоксичны или слаботоксичны; основное цитотоксическое действие оказывают промежу-

точные олигомерные сборки [145, 184]. Последовательность Aβ25-35 (GSNKGAIIGLM) является 

наиболее часто изучаемым фрагментом, поскольку представляет собой биологически активную 

область более длинных пептидов Aβ. Примечательно, что пептид Aβ25–35 выявляется в голов-

ном мозге больных БА [185]. Имеются убедительные доказательства того, что сегмент Aβ25–35 

играет важную роль в свойствах агрегации и цитотоксичности пептида [186, 187]. Растворимые 

формы Aβ25–35 вызывают синаптическую дисфункцию [188] и взаимодействуют с мембранами, 

образуя поры и вызывая проницаемость мембран [187, 189]. Модель введения AβО25-35 в боко-

вые желудочки, используемая в нашей работе, характеризуется накоплением Aβ, повреждением 
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нейронов гиппокампа и локальным нейровоспалением, которые являются отличительными при-

знаками от ранней до умеренной формы БА [190]. Модель отвечает критериям спорадической 

формы БА, а не развития редких семейных форм заболевания [191]. 

Следует отметить, что введение только AβО25-35 приводит к значительному усилению 

аутофагии в головном мозге, как ранее сообщалось нашими и другими исследовательскими груп-

пами [192]. Это явление можно рассматривать как нормальную раннюю реакцию на накопление 

патологических белков. Была обнаружена тенденция к увеличению экспрессии LC3-II в группе, 

получавшей AβО25-35, по сравнению с группой с ИЦВ инъекцией стерильной воды в пределах 

гиппокампа. Такие невыраженные различия между контролем и группой, получавшей AβО25-35, 

можно объяснить значительной задержкой между введением AβО25-35 и взятием образцов тка-

ней. 

Активация аутофагии может быть прототипом терапевтического эффекта и исследована 

путем оценки изменений mTOR-зависимого и mTOR-независимого путей регуляции аутофагии 

в областях головного мозга, преимущественно поражаемых при БА, а именно в гиппокампе, лоб-

ной коре и миндалевидном теле. Мы оценили возможный аддитивный эффект при активации 

обоих регуляторных путей и чувствительность эффекта к ингибитору аутофагии 3-МА. mTOR-

зависимая стимуляция аутофагии рапамицином хорошо изучена и дает преимущественно поло-

жительные терапевтические эффекты [193], хотя и сопровождается некоторыми важными эффек-

тами ингибирования клеточного метаболизма и подавления иммунной системы. Тем не менее, 

индукция этого пути рапамицином (10 мг/кг) приводила к слабой активации аутофагии, которая 

существенно не отличалась от таковой в группе, получавшей AβО25-35. По-видимому, со време-

нем происходит некоторое угасание эффекта активации, поскольку в нашем эксперименте между 

окончанием лечения индукторами аутофагии и взятием образцов тканей для иммуногистохими-

ческого анализа прошло 8 дней. Напротив, трегалоза или комбинированное лечение с индукто-

рами аутофагии вызывали пролонгированную активацию аутофагии в головном мозге, влияя на 

экспрессию ряда генов аутофагии через факторы транскрипции TFEB и FOXO1 [115], тогда как 

рапамицин действует на посттрансляционный уровень через киназу mTOR. 

В настоящей работе трегалоза вызывала более сильную активацию аутофагии, чем рапа-

мицин, в частности, в лобной коре и СА3 зоне гиппокампа. Более высокое увеличение уровней 

мРНК генов аутофагии (особенно Park2) было зарегистрировано в гиппокампе БА-подобных мы-

шей, получавших трегалозу, по сравнению с группой, получавшей рапамицин. Имеются много-

численные сообщения о положительных результатах активации mTOR-независимой аутофагии 

на повреждение нейронов и нейродегенерацию [91, 194]. По-видимому, эта более высокая эф-

фективность может быть связана с влиянием трегалозы на аутофагию через мишени, отличные 
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от mTOR. Некоторые мишени с пониженной экспрессией, находящиеся под влиянием классиче-

ского регулятора mTOR (например, JNK1, комплекс ULK1, AMPK и комплекс Beclin1) могут 

участвовать в регуляции аутофагии вместе с mTOR или быть независимыми от него [91]. Трега-

лоза может препятствовать киназной активности AMPK с последующей активацией ULK1 [195]. 

AMPK оказывает двойное регулирующее действие, влияя как на mTOR-независимые, так и на 

mTOR-зависимые пути. Другими мишенями трегалозы являются такие регуляторы, как p38, 

MAPK, FOXO1 [196], многофункциональная киназа AKT [197] и фосфатазы PPP3 с последующей 

активацией TFEB [115]. С другой стороны, значение AMPK как мишени не следует переоцени-

вать, поскольку трегалоза способна индуцировать аутофагосомы в клетках, нокаутированных по 

AMPK α1 [198]. 

При оценке уровня LC3-II после комбинированного введения индукторов аутофагии мы 

заметили наиболее мощную активацию аутофагии в зубчатой извилине и миндалевидном теле. 

Эти данные свидетельствуют об аддитивной стимуляции аутофагии на нейротоксической модели 

БА. Такое воздействие сильной активации аутофагии может привести к неожиданным результа-

там, поскольку терапевтическая польза репаративной аутофагии зависит от амплитуды ее индук-

ции, а чрезмерная стимуляция аутофагии может иметь пагубные последствия [199]. В наших экс-

периментах индукция генов аутофагии при комбинированном лечении была лишь умеренной. 

Эта индукция была несколько ниже, чем эффект одной трегалозы. 

Экспрессии исследованных генов аутофагии была устойчива к воздействию олигомеров 

амилоида бета, поскольку основная регуляция аутофагии осуществляется на посттрансляцион-

ном уровне, при этом литературные данные о транскрипционной модуляции немногочисленны. 

Мы не обнаружили влияния моделирования БА на экспрессию гена Atg8 в гиппокампе. Этот ре-

зультат хорошо согласуется с данными литературы об усилении аутофагии без увеличения тран-

скрипции генов LC3B, mTOR, Beclin1, catB, р62 или FOXO1 [200]. Влияние на экспрессию генов, 

связанных с аутофагией, по-видимому, в основном связано с регуляцией транскрипционного 

фактора EB (TFEB) и Beclin1 [201]. Трегалоза может повышать активность Beclin1 [202]. Препа-

рат также вызывает транслокацию TFEB в ядро и стимулирует TFEB-зависимую активацию сети 

генов CLEAR аутофагии и лизосомного биогенеза, включая гены LC3B, Beclin1, p62 (SQSTM1) и 

др. [201]. Следовательно, действие трегалозы на экспрессию генов может быть связано с ее вли-

янием на активность TFEB и последующим влиянием на уровни мРНК Atg8 и Becn1 и, возможно, 

также на экспрессию Park2. Тем не менее, некоторые литературные данные опровергают связь 

TFEB с экспрессией Becn1 [203]. Согласно нашим данным, уровни мРНК Atg8 и Park2 были зна-

чительно выше в группе, получавшей трегалозу, чем в группе, подвергавшейся комбинирован-

ному лечению рапамицином и трегалозой. Стоит принять во внимание, что рапамицин ингиби-
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рует синтез белка и, следовательно, может снизить уровень белка TFEB. Соответственно, рапа-

мицин может модифицировать действие трегалозы на регуляцию TFEB. Следует отметить, что 

активация аутофагии и ингибирование синтеза белка (аминокислотное голодание) не снижают 

трансляцию мРНК, кодирующих катаболические белки, участвующие в деградации клеточных 

белков, в том числе убиквитин-протеасомной системы [204]. Таким образом, лечение только тре-

галозой, но не комбинированное лечение трегалозой и рапамицином, влияло на экспрессию не-

которых генов, связанных с аутофагией (Atg8 и Becn1), предположительно через путь TFEB. 

Влияние активации аутофагии на уровни Аβ рассматривается как основа нейропротек-

торной активности индукторов аутофагии при БА, поскольку считается, что патологическая аг-

регация и накопление Аβ в ткани головного мозга играют ключевую роль в патогенезе БА [144]. 

В модели Аβ-индуцированного БА ИЦВ введение АβО25–35 вызывало выраженное накопление 

Аβ в лобной коре и гиппокампе. При этом все три типа индукции аутофагии эффективно умень-

шали отложения Аβ, тогда как 3-МА предотвращал это явление. Результаты означают, что накоп-

ление Аβ может быть значительно устранено за счет аутофагии, индуцированной обоими основ-

ными регуляторными путями. Это представление согласуется с сообщением о способности ауто-

фагии очищать мозговую ткань от избытка накапливающегося Аβ в модели БА у трансгенных 

мышей [205]. Ранние стадии БА связаны с нарушением метаболизма Аβ и накоплением олигоме-

ров Аβ — наиболее токсичных форм этого белка, приводящих к синаптическим и нейронным 

дисфункциям и инициирующим патологический каскад [145]. Более того, помимо цитотоксиче-

ского характера олигомеров Aβ, недавние сообщения указывают на их роль в инициации агрега-

ции Aβ in vivo, поскольку олигомеры Aβ запускают и ускоряют дальнейшее накопление Aβ [183]. 

Наши выводы подтверждают эту концепцию. Применяемое здесь анти-Аβ-антитело (MOAB-2, 

Novus Biologicals) специфично к ранним неагрегированным формам как Аβ1-40 и Аβ1-42, так и 

к олигомерным и фибриллярным формам Аβ1-42. После центрального введения олигомеров ами-

лоида (АβO25-35) мы выявили внутриклеточное иммуноокрашивание, которое можно рассмат-

ривать как начальные этапы амилоидогенеза. Выявленное в нашем исследовании уменьшение 

отложений Аβ за счет индукции аутофагии, по-видимому, является хорошим объяснением нейро-

протекторного терапевтического эффекта. 

Признаки усиленного воспалительного ответа в головном мозге обнаружены как на 

трансгенных [206], так и на Aβ-индуцированных [207]  моделях БА. При этом экспрессия микро-

глиального маркера IBA1 оказалась заметно выше в группе, получавшей АβО25-35, в лобной 

коре, гиппокампе и миндалевидном теле. Следует отметить, что уровни IBA1 были относительно 

высокими в контрольной группе, получавшей стерильную воду, вероятно, из-за ИЦВ введения. 

Примечательно, что трегалоза подавляет нейровоспаление, действуя на микроглию [208]. Одним 

из возможных механизмов этого эффекта является активация репаративной аутофагии в клетках 



83 

 

 

микроглии, что способствует эффективному удалению этими клетками клеточного дебриса и па-

тологических белковых отложений. Рапамицин также уменьшает нейровоспаление за счет инги-

бирования mTOR [209] и модуляции провоспалительного ответа микроглии [210]. Наши резуль-

таты подтверждают эти выводы, поскольку все три типа лечения индукторами аутофагии приво-

дили к значительному подавлению IBA1 в лобной коре и гиппокампе (CA1 и зубчатая извилина). 

Мы оценили нейропротекторные эффекты индукторов аутофагии с помощью оценки 

плотности нейронов и поведенческого тестирования. Мы измерили плотность нейронов в лобной 

коре и гиппокампе. Хотя модель БА, используемая в этой работе, соответствует ранним стадиям 

БА-подобной патологии, некоторые незначительные изменения плотности нейронов все же мо-

гут происходить. Действительно, мы зарегистрировали достоверное снижение плотности пира-

мидных нейронов в зоне CA1 гиппокампа в группе, получавшей Aβ, тогда как лечение индукто-

рами аутофагии предотвратило это снижение плотности нейронов. 

Наряду со снижением накопления Aβ и нейровоспалительной реакцией в головном 

мозге, индукторы аутофагии эффективно восстанавливали когнитивную функцию у мышей, по-

лучавших Aβ. В настоящем исследовании память и обучение, связанные со страхом, были значи-

тельно снижены у мышей, получавших Aβ, в соответствии с тестом пассивного избегания, что 

хорошо согласуется с предыдущими выводами [159]. Поведенческая реакция в тесте пассивного 

избегания полностью восстанавливалась при всех трех видах воздействия индукторами аутофа-

гии. Учитывая, что восстановленные эффекты были близки к уровню контрольных мышей, нам 

не удалось обнаружить дополнительного положительного влияния комбинации рапамицин/тре-

галоза. По той же причине в наших предыдущих экспериментах по аналогичному лечению на 

модели болезни Паркинсона не удалось выявить аддитивный терапевтический эффект этих ин-

дукторов аутофагии при поведенческом тестировании [7]. 

Повышенная тревожность также считается отличительной чертой БА [211]. Наши дан-

ные о повышенной тревожности после введения АβО25–35 (уменьшение времени нахождения в 

открытых рукавах в тесте крестообразный лабиринт) согласуются с другими данными об усиле-

нии тревожности при БА-подобной патологии [212]. При этом индуцированное АβО25-35 усиле-

ние тревожности подавлялось комбинированным лечением рапамицина и трегалозы, но их раз-

дельное применение оказалось неэффективным. Луо и его коллеги обнаружили, что тревожность 

снижается за счет активации аутофагии через рецептор PPARα в мозге на трансгенной модели 

БА у мышей [213]. В наших экспериментах также достигалось некоторое ослабление тревожно-

сти за счет активации аутофагии при комбинированном введении рапамицина и трегалозы; это 

явление можно рассматривать как терапевтическое воздействие на эмоциональное поведение. С 

другой стороны, это явление указывает на преимущество комбинированного применения препа-

ратов перед монотерапией. Мы также исследовали локомоцию с помощью теста «Открытое 
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поле». Судя по незначительным различиям в локомоции между группами, поведенческие эф-

фекты не зависели от общей двигательной активности мышей, а эффекты препарата в других 

поведенческих тестах были специфичны для измеряемых параметров. 

Перспективными лекарствами для лечения нейродегенеративных заболеваний могут 

быть молекулы, содержащие в своей структуре бета-лактамное кольцо, такие как цефтриаксон 

[214]. Модулируя транскрипцию и экспрессию GLT-1, Цеф защищает нейроны от эксайтотокси-

ческого повреждения нейронов [66]. Поскольку эксайтотоксичность, опосредованная глутама-

том, является одним из основных патогенных факторов, участвующих в различных нейродегене-

ративных патологиях, включая БА [215], нейропротекторные эффекты Цеф также изучались 

[214], как на трансгенных моделях БА, моделирующих наследственную форму (линии 3xTg [73] 

и APPPS1 [216]), так и на крысиной модели преждевременного старения OXYS, моделирующая 

спорадическую форму БА [8].  

В трансгенных моделях на мышах, на поздних стадиях БА-подобной патологии с высо-

кой экспрессией бляшек Aβ [73, 216] нейропротекторные эффекты Цеф объяснялись ослабле-

нием глутаматергической эксайтотоксичности, индуцированной отложениями Aβ, в то время как 

не наблюдалось выраженного влияния на процессинг APP, общие уровни видов Aβ (за исключе-

нием увеличения уровней Aβ1-40 у мышей, получавших Цеф) или патологию бляшек [73]. У 5-

месячных крыс OXYS, что соответствует ранней стадии БА-подобной патологии, удалось вы-

явить новые мишени Цеф, поскольку он модулирует экспрессию генов, связанных с системой 

метаболизма Aβ в головном мозге, а именно влияет на уровни мРНК Bace1, Ace2, Mme, Ide, Ece1 

и Epo [74]. В данной работе мы проверили, может ли Цеф влиять на накопление Aβ на ранних 

стадиях БА-подобной патологии. Действительно, у мышей, подвергшихся центральному введе-

нию AβО25–35, отложение Aβ было значительно снижено после терапии Цеф во фронтальной 

коре и гиппокампе. Можно предположить, что в моделях поздних стадий БА-подобной патоло-

гии с выраженным отложением Аβ, тех механизмов, которые активируют ферменты деградации 

Аβ, недостаточно для значительного очищения от агрегатов Аβ. В этих случаях полезна актива-

ция других механизмов, таких как макроаутофагия, которые отвечают за сегрегацию и уничто-

жение патологических белковых агрегатов [217]. Следует отметить, что Цеф не индуцирует ауто-

фагию, а оказывает ингибирующее действие [218]. На нейротоксической модели БА у мышей 

воздействие Цеф снижало повышенный уровень аутофагии в головном мозге [180]. 

Другим процессом, вносящим значительный вклад в патологию БА, является нейровоспа-

ление. Считается, что он тесно связан с амилоидным каскадом [144]. Следовательно, можно ожи-

дать ослабления Aβ-индуцированного нейровоспаления из-за снижения накопления Aβ после ле-

чения Цеф. Действительно, экспрессия провоспалительного маркера CD54 была существенно 

снижена под действием Цеф как во фронтальной коре, так и в гиппокампе. Однако, экспрессия 
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маркера активации микроглии IBA1 снижалась в лобной коре после воздействия Цеф, но остава-

лась повышенной в областях гиппокампа. Кроме того, не было обнаружено значимой корреляции 

между накоплением Aβ и нейровоспалительными маркерами в определенных областях гиппо-

кампа. Мы считаем, что имеет место более сложный механизм противовоспалительного действия 

Цеф. Помимо эффекта, связанного с Aβ, можно предположить влияние Цеф на другие пути, ре-

гулирующие и модулирующие функцию микроглии. Это предположение хорошо согласуется с 

недавними данными о влиянии Цеф на микроглиальный фагоцитоз глутаматергических синапсов 

в гиппокампе крыс, которым микроинъецировали Aβ1–40, посредством снижения синаптической 

продукции комплемента C1q [219].  

Наряду с благотворным влиянием на накопление Aβ и нейровоспалительную реакцию в 

головном мозге, Цеф эффективно предотвращал когнитивные дефициты у мышей, получавших 

AβО25-35. Фрагмент AβО25–35, использованный в работе, характеризуется высокой нейроток-

сичностью за счет высоких агрегационных свойств [184]. Хотя фармакологическая Aβ-индуци-

рованная модель БА соответствует ранним стадиям прогрессирования БА-подобной патологии, 

мыши или крысы с Aβ-индуцированной нейротоксичностью демонстрируют определенные из-

менения когнитивной функции, включая дефицит рабочей памяти, обучения или пространствен-

ной памяти [146]. В настоящем исследовании память и обучение, связанные со страхом, были 

значительно нарушены у мышей, получавших AβО25-35, в соответствии с тестом пассивного из-

бегания, который хорошо согласуется с предыдущими выводами [159]. Поведенческая реакция в 

тесте пассивного избегания была полностью восстановлена при лечении Цеф. Однако такого эф-

фекта не было получено в тесте условного избегания, проведенного в системе Intellicage. Это 

можно объяснить различиями в силе и характере используемых безусловных стимулов. Так, в 

камере Gemini, безусловным стимулом, который предъявляется животным, является удар элек-

трическим током, сопровождаемый выработкой убедительной ассоциативной связи, даже после 

однократного сеанса. В системе Intellicage аверсивным стимулом был поток воздуха, который 

хоть и вызывал негативные эмоции, но не обладал достаточной модальностью для выработки 

устойчивой связи. В то же время на показатели рабочей памяти в тесте Т-образный лабиринт или 

Intelliсage (патрульное поведение) введение АβО25-35 достоверно не влияло. Однако в группах, 

получавших AβО25-35, обучение немного замедлялось в первый день теста на патрулирование в 

Intelliсage; у мышей, получавших AβО25-35, наблюдалось замедленное угасание обучения избе-

ганию. Мыши, получавшие Цеф, демонстрировали лучшие результаты при выполнении теста Т-

образного лабиринта (оценка рабочей памяти), чем группа, получавшая «Аβ_Физ». В Intelliсage 

у мышей наблюдались различные нарушения, в зависимости от применяемой модели БА [220, 

221]. В настоящем исследовании мы выявили дефицит условной реакции предпочтения места в 

первый день тестирования у мышей, получавших AβО25-35, который был устранен Цеф. Следует 
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отметить, что тест «Открытое поле» не выявил достоверных различий в показателях локомоции, 

исследовательской активности или тревожности между контрольной группой и мышами, полу-

чавшими AβО25-35, или между группами «Аβ_Физ» и «Аβ_Цеф». Таким образом, наблюдаемое 

влияние Цеф на когнитивные функции было специфичным и не зависело от общих изменений 

локомоторного или исследовательского поведения. Благотворное влияние Цеф на когнитивные 

функции хорошо согласуется с полученными ранее данными о восстановлении нарушенных ко-

гнитивных функций на животных моделях нейродегенеративных заболеваний [8, 73, 222, 223]. 

Обращаясь к ранее построенной белковой сети, следует ее дополнить уже полученными 

новыми данными (Рис. 22). Теперь узлы сети представляют собой белки или мРНК соответству-

ющих генов. Активирующие влияния указаны зеленой стрелкой. Ингибирующие влияния ука-

заны красной стрелкой. Узлы аутофагии взаимосвязаны с узлами нейровоспаления через белок 

NRF2. Он имеет 4 ребра взаимодействий, что выше среднего значения в целом по сети. Также 

этот узел связан через свои ребра со всеми узлами сети с минимальным количеством промежу-

точных узлов – 2. Несмотря на то, что нам не удалось найти прямого влияния введения Aβ на 

экспрессию гена Nrf2, стоит отметить, что без этого узла взаимодействие между данными узлами 

аутофагии и нейровоспаления была бы невозможна при выставленном скоре 0,4. Таким образом, 

поиск терапевтических мишеней, стоит проводить среди агентов, способных воздействовать 

прямо на белок NRF2. 

Известно, что рапамицин как ингибитор mTOR тормозит старение клеток in vitro, увели-

чивает продолжительность жизни у некоторых видов и способен повысить уровень белка NRF2 

[224]. Фактический механизм, с помощью которого это происходит, полностью не выяснен. Ве-

роятно, это происходит на уровне стабилизации белка, а не увеличения экспрессии гена Nrf2, 

поскольку рапамицин не увеличивает уровни мРНК Nrf2, а снижает Keap1 - белка, запускающего 

деградацию NRF2 [225]. Было показано, что уровни NRF2 снижаются с возрастом, а подавление 

гена Nrf2 вызывает преждевременное старение. Мыши с нокаутом гена Nrf2 имеют высокий уро-

вень провоспалительных цитокинов в тканях и в плазме, а рапамицин способен подавить воспа-

лительный статус этих мышей даже при отсутствии гена Nrf2 [226]. Это согласуется с нашими 

данными по воздействию рапамицина на узлы сети, связанные с нейровоспалением. Трегалоза, в 

свою очередь, повышает экспрессию белка p62 что влечет за собой усиленную ядерную трансло-

кацию NRF2 для стимуляции транскрипции генов-мишеней NRF2, таких как ферменты детокси-

кации и антиоксидантные молекулы [116]. Повышается дезинтоксикационная способность орга-

нов, усиливается активность антиоксидантных ферментов, снижается перекисное окисление ли-

пидов, снижается секреция факторов воспаления TNF-α, IL-1β, IL-6. В нашем исследовании, ра-

памицин и трегалоза влияют на узел нейровоспаления - IBA1. Следовательно, индукторы ауто-

фагии способны воздействовать на биологические процессы, ассоциированные со всей сетью: 
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митофагия (GO:0000423), старение (GO:0007568), клеточный ответ на азотное голодание 

(GO:0006995), регуляция метаболизма активных форм кислорода (GO:2000377), клеточный ответ 

в результате воздействия ионов железа (GO:0010040), реакция на окислительный стресс 

(GO:0006979), реакция на стресс (GO:0033554) и др. Рапамицин и трегалоза через свои мишени, 

очевидно, способны воздействовать и на узлы аутофагии. Однако, индукция аутофагии может 

быть вредной, если нарушен поток аутофагасом и лизосом. Поэтому стимулирование достаточ-

ного производства аутофагосом рапамицином и усиление лизосомной функции трегалозой 

направленных на увеличение аутофагасомного и лизосомального потоков, будут способствовать 

клиренсу амилоидного белка при БА.  

Цеф, в свою очередь, снижает экспрессию воспалительных маркеров CD54, IBA1 на 

нейротоксической модели БА. Однако, как он влияет на аутофагию, в данном исследовании не 

изучалось. Из литературных данных известно, что цефтриаксон значительно снижает LC3 II в 

гиппокампе крыс на модели черепно-мозговой травмы (ЧМТ) [227] и на фармакологической мо-

дели БА [180]. Но и на модели ЧМТ, и на модели БА уровень LC3 был изначально повышенным, 

что свидетельствует об активации аутофагии при развитии данных патологий. Тем не менее, 

нейропротекторный механизм индуцированного цефтриаксоном ослабления аутофагии остается 

нерешенным. Дальнейшие исследования, посвященные межбелковым взаимодействиям между 

аутофагией и воспалением, привели нас к поиску новых терапевтических мишеней. Взаимодей-

ствие CD54 и NRF2, отраженное в данной сети известно при хронических воспалительных забо-

леваниях. Уровень экспрессии NRF2 и CD54 снижается при хронической обструктивной болезни 

легких, действуя прямо или косвенно на сиртуин 6 (Sirt6) [228]. Sirt6 является членом семейства 

сиртуинов, NAD-зависимых ферментов и является одним из немногих генов, регулирующих про-

цессы старения. Таким образом, свойства сиртуинов замедлять процессы старения и его проти-

вовоспалительное действие делают Sirt6 новой мишенью для лечения БА. 
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Рисунок 22. Сетевое представление исследованных белков и генов. Узлы сети представ-

ляют собой изученные белки или гены. Ребра представляют собой предсказанные функциональ-

ные ассоциации. Толщина линии ребер указывает на степень достоверности предсказания взаи-

модействия: скор от 0,4 до 0,9. Красными стрелками указано ингибирующее влияние. Зелеными 

стрелками указано активирующее влияние.  
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Заключение 

 

 

 

На нейротоксической модели БА у мышей как ИЦВ (10 мкг), так и ИГ (5 мкг) билатераль-

ное введение олигомеров Aβ вызывало нарушение когнитивных показателей, сопровождающееся 

сопоставимым накоплением Aβ и развитием нейровоспаления. Независимо от области введения, 

показано накопление амилоида во фронтальной коре, СА1, СА3, зубчатой извилине гиппокампа, 

высокозначимых для реализации когнитивных функций. 

Повышение уровней мРНК гена Lcn2 в коре и в гиппокампе более чем в 3 раза отчетливо 

проявилось в группе мышей с ИЦВ введением, что свидетельствует о более выраженной провос-

палительной реакции по сравнению с ИГ введением. Выявленные особенности в экспрессии ге-

нов, обусловленных ИЦВ или ИГ введением AβО25-35, необходимо учитывать при эксперимен-

тальном исследовании различных аспектов БА. 

Впервые на модели БА in vivo оценены терапевтические эффекты комбинированного воз-

действия индукторов аутофагии рапамицина и трегалозы. Показан кумулятивный эффект индук-

торов mTOR-зависимой (рапамицин) и mTOR-независимой (трегалоза) аутофагии на анксиоген-

ный эффект введения AβО25-35. Активация mTOR-зависимой аутофагии рапамицином и mTOR-

независимой аутофагии трегалозой приводит к снижению накопления Aβ, противовоспалитель-

ному эффекту, восстановлению когнитивных нарушений мышей на нейротоксической модели 

БА. Полученные результаты могут быть использованы для разработки нового терапевтического 

подхода в клинической практике. 

Результаты данного исследования подтверждают значимость молекул, имеющих в струк-

туре бета-лактамное кольцо, в качестве перспективного лечения когнитивных дефицитов на ран-

них стадиях БА. Показана патогенетически обоснованная коррекция цефтриаксоном когнитив-

ных нарушений, которая характеризуется снижением накопления Aβ, нейровоспалительной ре-

акции в мозге мышей и согласуется с предыдущими сообщениями о благотворном влиянии  

цефтриаксона на когнитивные нарушения у крыс на модели БА. 
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Выводы 

 

 

 

1. Введение AβО25-35 как в боковые желудочки, так и в гиппокамп мышам C57BL/6 нарушало 

долговременную ассоциативную память, увеличивало накопление амилоида, активировало мик-

роглию во фронтальной коре и гиппокампе (CA1 и CA3 зоны). Показан провоспалительный эф-

фект внутрижелудочкового, но не внутригиппокампального введения, отмеченного по повыше-

нию уровней мРНК гена Lcn2 в гиппокампе и гена Aif1 в амигдале. 

2. Активация mTOR-зависимой и mTOR-независимой аутофагии восстанавливала когнитивные 

функции у мышей с введением AβО25-35 в боковые желудочки, снижала накопление Aβ, акти-

вацию микроглии во фронтальной коре и гиппокампе (CA1, CA3 области, зубчатая извилина) 

мышей. Показан кумулятивный эффект совместной активации аутофагии рапамицином и трега-

лозой на экспрессию маркера аутофагии LC3-II в зубчатой извилине гиппокампа и миндалевид-

ном комплексе мышей. 

3. Цефтриаксон восстанавливал нарушенную внутрижелудочковым введением AβО25-35 долго-

временную ассоциативную память (тест пассивного избегания), кратковременную рабочую па-

мять (Т-образный лабиринт), пространственную память (система Intellicage) мышей, восстанав-

ливал до контрольных значений повышенную экспрессию Aβ во фронтальной коре, CA1 и CA3 

областях гиппокампа, снижал экспрессию маркеров воспаления IBA1 во фронтальной коре, CD54 

во фронтальной коре, CA1, CA3 областях и в зубчатой извилине гиппокампа. 
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