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В настоящем исследовании у мышей трансгенной линии 5хFAD, моделирующих патогенез болезни Альц-
геймера, проводили сравнительный анализ структурных и ультраструктурных изменений в нервной ткани
обонятельных луковиц, гиппокампа и энторинальной коры, а также исследовали распределение основной
амилоид-деградирующей нейропептидазы неприлизина (НЕП) относительно мышей дикого типа. Иссле-
дование структуры нервной ткани показало, что у трансгенных животных, характеризующихся усиленной
продукцией амилоидного пептида Аβ, наблюдается нарастающая гибель нейронов головного мозга,
вследствие чего прерываются связи между нейронами и нарушается нейронная сеть. Кроме того, прове-
денное нами электронномикроскопическое исследование обнаружило у мышей линии 5хFAD снижение
плотности расположения синаптических контактов и дендритных шипиков, локальные очаги поражения
нервной ткани, появление аутофаголизосом в нейропиле этих структур. Были выявлены признаки, указы-
вающие на усиление нейродегенеративных процессов по сравнению с мышами дикого типа. У мышей ли-
нии 5хFAD имеет место изменение распределения амилоид-деградирующей пептидазы НЕП в энтори-
нальной коре и в гиппокампе, а также снижение интенсивности ее окрашивания в энторинальной коре. У
трансгенных мышей в возрасте 6 мес. также наблюдалось нарушение памяти при анализе в тесте распозна-
вания новых объектов относительно мышей дикого типа.

Ключевые слова: трансгенные мыши 5хFAD, обонятельные луковицы, гиппокамп, энторинальная кора,
ультраструктура, нейродегенерация, амилоидный пептид, неприлизин, распознавание нового объекта
DOI: 10.31857/S0041377122020080

Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой
многофакторное нейродегенеративное заболевание,
характеризующееся когнитивной дисфункцией, а
также патологическим накоплением в ткани мозга
амилоидного пептида (Aβ) и гиперфосфорилиро-
ванного белка тау-1 (для обзора см. Lane et al., 2018).
Трансгенные модели БА на животных, в частности
на мышах, экспрессируют гены человека, которые
содержат мутации, характерные для ранних, “семей-
ных” форм БА, и повторяют ключевые особенности
патологии Aβ и тау. Они позволяют получать цен-
ную информацию о молекулярных и поведенческих
нарушениях, характерных для пациентов с БА.
Трансгенные мыши линии 5xFAD экспрессируют
два гена человека: АРР (ген белка-предшественника
амилоидного пептида) с тремя типами мутаций
(шведской (K670N, M671L), флоридской (I716V) и
лондонской (V717I)), а также ген пресенилина 1 с
мутациями (M146L и L286V), характерными для се-

мейных форм БА (FAD). Эти мутации приводят к
накоплению в ткани мозга мышей амилоидных агре-
гатов, гибели нейронов и когнитивному дефициту
(Oakley et al., 2006; Ohno et al., 2007). Растворимый Aβ42
обнаруживается в ткани мозга 5xFAD мышей уже к
1.5 мес., и его уровни резко повышаются с возрастом
(Ohno et al., 2007). Уровни Aβ40 также увеличиваются
с возрастом, но повышаются медленнее и значи-
тельно ниже, чем Aβ42, при этом соотношение
Aβ42/Aβ40 достигает порядка 3.6 у самцов в возрасте
6 мес. и коррелирует с уровнем экспрессии трансге-
на АРР (Oakley et al., 2006). Также у этих мышей уве-
личена экспрессия BACE1, ключевого фермента
амилоидогенного пути превращения АРР (Devi et al.,
2010; Maarouf et al., 2013).

Из структурных нарушений ткани мозга транс-
генных животных, помимо амилоидоза, наиболее
часто отмечают дегенерацию и гибель нейронов, си-
наптопатии и нейровоспалительные процессы. По
литературным данным, у 5xFAD мышей примерно
на третьем месяце жизни одновременно с образова-
нием бляшек начинает развиваться астроглиоз и
микроглиоз (Oakley et al., 2006). В возрасте 6 мес. по-

Принятые сокращения: АРР – предшественник β-амилоидно-
го пептида; БА – болезнь Альцеймера; Аβ – β-амилоидный
пептид; PS1 – пресенилин 1; ЭПР – эндоплазматический ре-
тикулум.
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казана активация микроглии в коре и гиппокампе,
которую авторы связывают с нарушением нейрональ-
ных функций и пластичности мозга (Mirzaei et al.,
2016). Дегенерация синапсов, оцениваемая по уров-
ням пресинаптического маркера синаптофизина,
начинается во всем мозге к 4-мес. возрасту, а уровни
другого пресинаптического маркера синтаксина и
постсинаптического маркера PSD-95 снижаются к
9 мес. (Shao et al., 2011). Имеется мало информации
о пространственно-временном паттерне или деталях
потери синапсов, хотя есть данные, что в гиппокам-
пе 12-мес. 5xFAD мышей наблюдается почти 50%-я
потеря аксо-шипиковых синапсов в stratum lacuno-
sum-moleculare, в то время как количество синапсов
в stratum radiatum не отличается от мышей дикого
типа (Neuman et al., 2015). При этом данные об изме-
нениях на ультраструктурном уровне на этой модели
единичны (Park et al., 2017) и в основном подтвер-
ждают данные светооптических исследований, не
касаясь специфических патологических процессов в
самих клетках, что требует дальнейшего изучения.

Известно, что гибель нейронов у 5xFAD мышей
наблюдается во многих областях мозга. В областях с
наиболее тяжелым амилоидозом – субикулуме и
кортикальном слое V – гибель нейронов начинается
примерно в 6-мес. возрасте и коррелирует с накоп-
лением Aβ42 (Oakley et al., 2006; Eimer, Vassar, 2013). В
этом же возрасте наблюдается уменьшение количе-
ства холинергических нейронов в базальной части
переднего мозга (Devi, Ohno, 2010).

У 5xFAD мышей также наблюдаются существен-
ные когнитивные нарушения. С помощью теста
контекстуальной обусловленности страхом, было
установлено нарушение памяти у 5xFAD мышей в
возрасте 4–5 мес. При этом наблюдалось поражение
гиппокампа, сопровождавшееся нарушением крат-
ковременной и долговременной памяти (Kimura,
Ohno, 2009; O’Leary et al., 2020). Тестирование
трансгенных мышей в водном лабиринте Морриса
показало, что в возрасте 6 мес. у них наблюдается
увеличение времени поиска платформы, однако
уровень фосфорилирования белка тау в гиппокампе
повышался намного раньше, чем регистрировались
нарушения памяти (Kanno et al., 2014). Это свиде-
тельствует о том, что изменения на молекулярном
уровне начинаются раньше формирования функци-
ональных нарушений. Поскольку патогенез БА су-
щественным образом связан с ранним нарушением
обоняния (Murphy, 2019), исследования изменений
обонятельной функции в процессе взросления
трансгенных мышей и развития у них патологии БА
представляет большой интерес. Однако число таких
исследований довольно невелико, и они весьма про-
тиворечивы. Так, имеются данные, что нарушение
обоняния имеет место только у самок трансгенных
5xFAD мышей и отсутствует у самцов (Roddick et al.,
2016). Также у 5xFAD мышей не наблюдалось нару-
шения памяти на запахи (O’Leary et al., 2020). Тем не
менее, имеются данные, что в процессе развития па-

тологии у этих мышей происходит дегенерация тер-
минальных окончаний обонятельного нерва, вы-
званная не столько наличием внеклеточных депози-
тов Aβ, сколько накоплением в них АРР (Cai et al.,
2012). Также имеются данные о нарушении у 5xFAD
мышей экспрессии транскрипта обонятельного ре-
цептора Olfr110/111 в коре и гиппокампе (Gaudel et
al., 2018). Это свидетельствует о необходимости со-
поставления патологических изменений в перифе-
рической и центральной частях обонятельного ана-
лизатора.

Накопление Aβ в ткани мозга тесно связано с де-
фицитом содержания и активности в нервной ткани
амилоид-деградирующего фермента неприлизина
(НЕП) (для обзора см. Nalivaeva, Turner, 2019; Nali-
vaeva et al., 2020), который также является основным
ферментом, регулирующим действие нейромедиатора
соматостатина в обонятельной луковице (Nocera et al.,
2019). Ранее нами было показано, что пренатальная
гипоксия у крыс приводит к существенным измене-
ниям структурной организации и архитектоники эн-
торинальной коры, теменной коры и гиппокампа, в
которых наблюдается снижение экспрессии НЕП
как на уровне мРНК, так и белка, что коррелирует с
нарушением их обоняния и когнитивных функций
(Туманова и др., 2021; Vasilev et al., 2021). У трансген-
ных 5xFAD мышей также наблюдается снижение со-
держание НЕП в ткани мозга, коррелирующее с
уровнем накопления Aβ (Hüttenrauch et al., 2015), од-
нако характер экспрессии НЕП в структурах конеч-
ного мозга этих мышей не изучался.

Цель настоящего исследования заключалась в
проведение сравнительного анализа структурных и
ультраструктурных изменений в обонятельных лу-
ковицах, гиппокампе и энторинальной коре, а также
содержания и распределения в них НЕП, как у
трансгенных мышей линии 5xFAD, так и у мышей
дикого типа. Выбор для изучения структур конечно-
го мозга был обусловлен их вовлеченностью в меха-
низмы памяти (кора, гиппокамп) и работу обоня-
тельного анализатора (обонятельные луковицы, эн-
торинальная кора, гиппокамп) у грызунов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Животные. В работе использовали самцов мышей

двух линий С57Bl (С57BL/6 – дикий тип) и 5xFAD
(C57BL6 – гемизиготы (Tg(APPSwFlLon,
PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas/J) – модель патоло-
гии альцгеймеровского типа) в возрасте 6 мес. из пи-
томника “Черноголовка”. Животных содержали в
стандартных условиях вивария ИЭФБ РАН при
световом режиме (12 ч день/12 ч ночь) по 4–5 осо-
бей в клетке, со свободным доступом к воде и пище.
Эксперименты осуществляли согласно протоколу
использования лабораторных животных ИЭФБ им.
И.М. Сеченова РАН, основанному на директиве Ев-
ропейского Сообщества по гуманному обращению с
экспериментальными животными (European Com-
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munities Council Directive #86 ⁄ 609 for the Care of Lab-
oratory Animals).

Исследование памяти в тесте “Распознавание но-
вых объектов”. В тестировании участвовали 6 мышей
дикого типа и 10 мышей линии 5хFAD в возрасте
6 мес. В начале тестирования мышей в течение 5 мин
адаптировали к условиям эксперимента, для чего их
помещали на специальную площадку 500 × 500 мм2,
ограниченную непрозрачными стенками 200 мм вы-
сотой. Через 2 ч после адаптации, на эксперимен-
тальной площадке проводили тренировочное предъ-
явление животному двух предметов в течение 5 мин.
При последующем тестировании один объект заме-
няли новым предметом, а другой объект оставляли
неизменным, но при этом меняли место его распо-
ложения. Через 1 и 24 ч после тренировки оценивали
долговременную память, для чего животному предъ-
являли пару объектов, состоящую из известного и
нового предметов. Регистрировали время, проведен-
ное в непосредственном тактильном или обонятель-
ном контакте животного с каждым объектом, и вы-
числяли индекс дискриминации, как отношение
времени обнюхивания неизвестного (нового) пред-
мета к времени обнюхивания известного:

индекс дискриминации = tнового/tизвестного.
Все предметы были сделаны из толстого стекла, и

после каждого предъявления их и эксперименталь-
ную площадку протирали 50%-ным раствором эти-
лового спирта.

Световая микроскопия. Светооптическое исследо-
вание ткани мозга проводили на мышах дикого типа
(n = 8) и линии 5хFAD (n = 8) в возрасте 6 мес. Ткань
мозга фиксировали методом транскардиальной пер-
фузии 10%-ным нейтральным формалином на фос-
фатном буфере (PBS, 4°C, pH 7.4). Замороженные
фронтальные срезы мозга толщиной 20 мкм изготав-

ливали на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsys-
tems, Германия). Для исследования отбирали срезы
обонятельной луковицы (4.0–2.5 мм от bregma), гип-
покампа и энторинальной коры мозга (2.0–3.3 мм от
bregma в каудальном направлении) (Paxinos, Frank-
lin, 2001) (рис. 1а–в) и проводили комбинированное
окрашивание по Нисслю и красителем Конго Ред
(4%-й водный раствор). С использованием микро-
скопа ImagerA (Zeiss, Германия) оценивали состоя-
ние нервной ткани мозга. Количественное сравне-
ние клеток поля СА1 гиппокампа и энторинальной
коры проводили на серии срезов толщиной 20 мкм;
первый срез серии выбирался случайно, расстояние
между последующими срезами в серии составляло
40 мкм. При проведении анализа использовали про-
грамму Video Test Master-Morphology (Video Test,
Санкт-Петербург, Россия). По срезам (6 на каждое
животное), содержащим дорсальный гиппокамп или
энторинальную кору вычисляли средние величины
общего количества клеток и количества нейронов
(на участке ткани площадью 10000 мкм2) для каждо-
го животного дикого типа (WT, n = 8) и линии 5хFAD
(n = 8).

Электронная микроскопия. Для анализа мозг мы-
шей (С57Bl n = 5, 5хFAD n = 4) фиксировали мето-
дом транскардиальной перфузии смесью 1%-го глу-
тарового альдегида и 1%-го формальдегида на 0.1 M
PBS, рН 7.4. Блоки, содержащие обонятельную лу-
ковицу, энторинальную кору или гиппокамп допол-
нительно фиксировали 1%-м OsO4, контрастирова-
ли уранилацетатом, обезвоживали и заливали в
аралдит по стандартному протоколу (Туманова и др.,
2018). На ультратоме Leica (Leica Microsystems, Гер-
мания) изготавливали срезы исследуемых структур
толщиной 500Å, которые затем исследовали на элек-
тронном микроскопе FEI Tecnai V2 (FEI, США).

Рис. 1. Области интереса в обонятельных луковицах (Olf. bl.), энторинальной коре (ЕС) и гиппокампе (Hip) мозга мышей. Си-
ними стрелками (а) показан восходящий путь от обонятельных луковиц к энторинальной коре и гиппокампу; светло-зеленым
цветом обозначены области гиппокампа (б) и энторинальной коры (в), в которых исследовали экспрессию НЕП и амилоидоз.

а б в

Hip

EC
Olf. bl.

Interaural 1.34 Interaural 0.33
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Иммуногистохимия. Для исследования отбирали
срезы обонятельной луковицы (4.0–2.5 мм от breg-
ma, рис. 1а), энторинальной области коры и поля
СА1 дорсального гиппокампа (на уровне 2.0—3.3 и
4.5–5.5 мм от bregma соответственно, рис 1б, в) (Pax-
inos, Franklin, 2001) животных дикого типа (n = 8) и
линии 5хFAD (n = 8). Мозг фиксировали раствором
10%-ного нейтрального формалина на 0.1 М фос-
фатном буфере (рН 7.4), затем изготавливали срезы
на криостате Leica CM 1510S (Leica Microsystems,
Германия). Для снижения аутофлуоресценции сре-
зы инкубировали в 0.1 М растворе глицина (SIGMA,
Германия) на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4) под
визуальным контролем до максимального ослабле-
ния свечения в диапазоне длин волн 490–550 нм.
Блокировку неспецифического связывания антител
осуществляли путем часовой инкубации в 2%-м рас-
творе бычьего сывороточного альбумина (Sigma,
Германия) на 0.1 М фосфатном буфере (рН 7.4), в ко-
торый добавляли 0.01% Triton X-100 для пермеаби-
лизации клеточных мембран. Для иммуногистохи-
мического исследования распределения НЕП ис-
пользовали поликлональные антитела кролика Anti-
CD10 (EPR5904, ab126593; Abcam, Великобритания,
разведение 1 : 100). Визуализацию осуществляли с
помощью FITC-конъюгированных вторичных анти-
тел против IgG кролика (ab96902; Abcam, Велико-
британия, разведение 1 : 500). В качестве негативно-
го контроля неспецифического связывания ставили
иммунохимическую реакцию в отсутствии первич-
ных антител для исследуемых областей мозга у каж-
дого животного. В качестве позитивного контроля
использовали ткань печени, характеризующейся
высоким содержанием НЕП, взятой от мыши дикого
типа. Иммунофлюоресцентное исследование вы-
полняли на микроскопе Leica DMR, оборудованном
конфокальным сканером Leica TCS SL (Leica Micro-
systems, Германия). Возбуждение флюорохрома
FITC осуществляли светом He/Ar лазера при длине
волны 488 нм. Свечение FITC регистрировали в диа-
пазоне длин волн 496–537 нм. Яркость свечения
FITC на поле нервной ткани площадью 10000 мкм2

оценивали при помощи программы Video Test Mas-
ter-Morphology (Video Test, Санкт-Петербург, Рос-
сия). Для каждого животного вычисляли среднее
значение по 6 срезам. Нормировку полученных зна-
чений для каждого животного осуществляли путем
вычета среднего значения для негативного контроля
(иммунохимическая реакция в отсутствии первич-
ных антител) и сравнивали средние нормированные
значения уровня сигнала FITC для мышей дикого
типа и линии 5хFAD.

Статистическая обработка данных. Статистиче-
скую обработку полученных данных проводили с
помощью пакета программ “SigmaStat 3.0”, исполь-
зуя непарный двусторонний t-критерий (unpaired
two-tailed t-test), и непараметрический критерий
Манна−Уитни (Mann−Whitney U-test). Множествен-
ное сравнение проводили методом однофакторного

дисперсионного анализа (one-way ANOVA with
Dunn’s post-hoc). Результаты представлены как
среднее ± SEM. Значимыми считались различия при
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Морфологическое исследование структур мозга

мышей дикого типа и линии 5хFAD. Обонятельные лу-
ковицы. При комбинированном окрашивании сре-
зов мозга методом Ниссля и Конго Ред в обонятель-
ных луковицах трансгенных мышей по сравнению с
мышами дикого типа были выявлены существенные
различия в строении нервной ткани. На рис. 2б, в по-
казаны сферические образования (амилоидные
бляшки) размером от 0.1 до 1.3 мм, которые наблю-
дались либо в слое митральных клеток, либо в во-
локнистых слоях обонятельных луковиц у трансген-
ных мышей. У мышей дикого типа (рис. 2а) таких
сферических образований не отмечено. Амилоид-
ные образования были окружены большим количе-
ством глиальных клеток. На рис. 2в внутри амилоид-
ных образований заметны признаки деструкции
клеточных тел и их отростков. На периферии этих
образований наблюдались кровеносные сосуды. На
электроннограммах обонятельной луковицы у
трансгенных мышей по сравнению с мышами дико-
го типа заметны локальные очаги поражения нерв-
ной ткани с признаками клеточной гибели: деструк-
ция ядерной и цитоплазматической мембраны, раз-
рушение митохондрий и других клеточных органелл
и появление большого количества глиальных кле-
ток. На рис. 2е, ж заметны расширения ЭПР у транс-
генных мышей. В нейронах и нейропиле обонятель-
ных луковиц этих мышей видно большое количество
аутофаголизосом различных форм и размеров. Си-
наптических контактов в нейропиле обонятельных
луковиц трансгенных мышей наблюдалось намного
меньше, чем у мышей дикого типа (рис. 2г, д).

Поле СА1 дорзального гиппокампа. На препаратах,
окрашенных комбинированным методом Ниссля и
Конго Ред, в поле СА1 дорзального гиппокампа
трансгенных мышей, по сравнению с мышами дико-
го типа, также выявлены различия в строении нерв-
ной ткани. На рис. 3б, в заметны амилоидные обра-
зования сферической формы. В гиппокампе амило-
идные бляшки небольшого размера, около 0.1 мм и
находятся, в основном, в волокнистых слоях. В пи-
рамидном слое гиппокампа они встречаются реже. У
мышей дикого типа они отсутствуют (рис. 3а). В
гиппокампе трансгенных животных увеличено ко-
личество глиальных клеток. Внутри амилоидных об-
разований заметны признаки деструкции клеточных
тел и отростков нейронов, и глиальные клетки.
Вблизи этих образований находятся кровеносные
сосуды (рис. 3в). На электроннограммах поля СА1
дорзального гиппокампа у трансгенных мышей по
сравнению с мышами дикого типа отмечены очаги
локального поражения нервной ткани с признаками
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гибели клеток и их отростков (рис. 3е, ж). В цито-
плазме нейронов замечены расширенные канальцы
ЭПР. В нервных клетках, особенно в нейропиле гип-
покампа, появляются аутофаголизосомы разных

размеров и форм (рис. 3е, ж). Синаптические кон-
такты и шипики в нейропиле гиппокампа трансген-
ных мышей встречаются редко, в отличие от мышей
дикого типа (рис. 3г, д).

Рис. 2. Обонятельные луковицы у мышей дикого типа (а, г, д) и трансгенных мышей линии 5хFAD (б, в, е, ж) в возрасте 6 мес.
а–в – Окраска Конго красным, масштабные отрезки – 30 мкм; г–ж – электроннограммы участков нейропиля с нейронами
обонятельной луковицы. Обозначения: A – амилоидные образования (бляшки), D – дендриты, BV – кровеносные сосуды,
GC – глиальные клетки, N – нейроны, S – синаптические контакты, M – митохондрии, ER – ЭПР, Al – аутофаголизосомы.
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Энторинальная кора. Светооптическое исследова-
ние с использованием комбинированного окраши-
вания по методу Ниссля и Конго Ред выявило суще-
ственные различии в строении нервной ткани транс-
генных мышей и мышей дикого типа. На рис. 4б–г в
нервной ткани энторинальной коры заметно боль-
шое количество крупных амилоидных образований
сферической формы. Их количество намного боль-

ше, чем в гиппокампе, и располагаются они, в ос-
новном, в клеточном слое. Заметно увеличение ко-
личества глиальных клеток (рис. 4б–г) по сравнению
с мышами дикого типа (рис. 4а). На рис. 4б–г в круп-
ных амилоидных образованиях представлены: деге-
неративные изменения нейронов, изогнутые поте-
рявшие форму дендриты и глиальные клетки. На пе-
риферии амилоидных образований располагаются

Рис. 3. Гиппокамп у мышей дикого типа (а, г, д) и трансгенных мышей линии 5хFAD (б, в, е, ж) в возрасте 6 мес. а–в – Окрас-
ка Конго Ред, масштабные отрезки 30 мкм; г–ж – электроннограммы участков нейропиля с нейронами гиппокампа мышей
дикого типа (г, д) и трансгенных мышей линии 5хFAD (е, ж) с амилоидными образованиями и аутофаголизосомами (Al).
Обозначения: A – амилоидные образования (бляшки), BV – кровеносные сосуды, GC – глиальные клетки, N – нейроны, S –
синаптические контакты, M – митохондрии, ER – ЭПР, Al – аутофаголизосомы.
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кровеносные сосуды. На электроннограммах нерв-
ной ткани энторинальной коры трансгенных мышей
при сравнении с мышами дикого типа обнаружены
очаги локального поражения нервной ткани, кото-
рые выражаются в усилении нейродегенеративных
изменений. На рисунке 4ж представлен нейрон с от-
ходящим от его тела дендритом с многочисленными

аутофаголизосомами. В нейропиле энторинальной
коры трансгенных мышей в большом количестве
также выявлены аутофаголизосомы различной фор-
мы (рис. 4ж, з). Более того, в этой части мозга замет-
но наличие расслоения миелиновой оболочки нерв-
ных отростков. Синаптических контактов и шипи-
ков в энторинальной коре трансгенных мышей

Рис. 4. Энторинальная кора у мышей дикого типа (а, д, е) и трансгенных мышей линии 5хFAD (б–г, ж, з) в возрасте 6 мес. а–
г – Окраска Конго красным, масштабные отрезки – 30 мкм; д–з – электроннограммы участков нейропиля с нейронами
энторинальной коры мышей дикого типа (д, е) и трансгенных мышей линии 5хFAD (ж, з) с амилоидными образованиями с
аутофаголизосомами (Al). Обозначения A – амилоидные образования (бляшки), D – дендриты, BV – кровеносные сосуды,
GC – глиальные клетки, N – нейроны, S – синаптические контакты, M – митохондрии, ER – ЭПР, Ml – миелиновые волок-
на, Al – аутофаголизосомы.
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Рис. 5. Распределение металлопептидазы неприлизина (FITC-позитивный сигнал зеленого цвета) в ткани обонятельных лу-
ковиц (Olf. b., а–в), энторинальной коры (Ent. cx., г–е) и поля СА1 гиппокампа (СА1, ж–и) у 6-мес. мышей дикого типа (б,
д, з) и мышей линии 5хFAD (в, е, и). a, г, ж – Негативный контроль иммуногистохимического окрашивания ткани мозга (в
отсутствие первичных антител к неприлизину (НЕП) иммунохимическая реакция не наблюдается), к – позитивный кон-
троль иммунохимической реакции на НЕП в ткани печени мыши дикого типа. Печень характеризуется высоким содержани-
ем НЕП (зеленый цвет FITC-сигнала); ядра окрашены неспецифическим ядерным красителем DAPI (синий цвет). л – Ре-
зультаты денситометрического анализа яркости свечения FITC-позитивных структур в ткани энторинальной коры (Ent. cx.),
поля СА1 гиппокампа (СА1) и обонятельной луковицы (Olf. b.) мышей дикого типа (синие точки, n = 8) и мышей линии
5XFAD (красные точки, n = 8); данные представлены в виде среднего значения и его ошибки в % от уровня среднего значения
свечения FITC в ткани негативного контроля; различия между группами животных достоверны при *p < 0.05 (one-way
ANOVA with Dunn’s post-hoc). Масштабные отрезки: 70 (a–в) и 50 (г–и) мкм.
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намного меньше по сравнению с мышами дикого
типа (рис. 4д, е).

Иммуногистохимическое исследование распреде-
ления НЕП. В обонятельных луковицах, энтори-
нальной коре и гиппокампе мышей дикого типа и
трансгенных животных линии 5хFAD выявлены ста-
тистически значимые различия в интенсивности
иммуногистохимического окрашивания НЕП (Kru-
skal−Wallis test, F5,47 = 34.7, p < 0.01) (рис. 5). В энто-
ринальной коре трансгенных мышей линии 5хFAD
обнаружено статистически значимое снижение
уровня флуоресцентного сигнала по сравнению с
мышами дикого типа (Dunn’s post-hoc p = 0.0088).
При этом достоверных различий в уровне сигнала в
ткани поля СА1 гиппокампа (р = 0.0711) и обоня-
тельных луковиц (p = 0.99) выявить не удалось. В
обонятельных луковицах мышей из обеих групп
наиболее выраженное иммунное окрашивание НЕП
отмечалось в нейропиле белого вещества, телах и от-
ростках митральных клеток, а также мелких клеток,
диффузно располагающихся в молекулярном слое и
по краям гламерул (рис. 5б, в). Следует отметить, что
в энторинальной коре мышей дикого типа, помимо
относительно равномерного окрашивания нейропи-
ля, наблюдались многочисленные НЕП-позитив-
ные тела пирамидных нейронов (рис. 5г), а у мышей
линии 5хFAD таких нейронов было заметно меньше,
и их количество составляло 44.5 ± 6.1% от уровня
контроля (Mann−Whitney test U = 21, p = 0.02). В дор-
сальном гиппокампе мышей обеих исследованных
групп иммунопозитивными были преимущественно
интернейроны, тогда как в пирамидном слое поля
СА1 отмечались лишь единичные иммунопозитив-
ные клетки (рис. 5ж, з). Разницы в общем количе-
стве иммунопозитивных клеток между группами не
отмечалось (Mann−Whitney test U = 3, p = 0.25).

Исследование долговременной памяти в тесте
“Распознавание новых объектов”. Сравнительный
анализ поведения мышей линии 5xFAD и мышей
дикого типа при предъявлении известных и новых
объектов показал, что у трансгенных мышей в воз-
расте 6 мес. нарушена долговременная память. Было
выявлено, что мыши дикого типа уделяли больше
внимания исследованию новых объектов, при этом
через 1 ч после тренировочного предъявления объ-
ектов индекс дискриминации составлял 2.44, а через
1 сут снижался (Mann–Whitney test U = 138.5, р =
= 0.013) до 1.30. В то же время у трансгенных мышей
индекс дискриминации был ниже по сравнению с
диким типом: на 55% через 1 ч (Mann–Whitney test
U = 25, р = 0.006) и на 44% через 24 ч после трениров-
ки (t-test t = 2.3, р = 0.037) и приближался к 1, что
свидетельствует об отсутствии предпочтения между
новыми и известными объектами (рис. 6).

ОБСУЖДЕНИЕ
Сравнительное исследование нервной ткани обо-

нятельных луковиц, а также входящих в общий гиппо-

кампальный комплекс гиппокампа и энторинальной
коры у мышей линии 5хFAD и дикого типа (рис. 1), с
использованием светооптического, электронномик-
роскопического и имуногистохимического методов
показало наличие существенных различий в их уль-
траструктуре. У трансгенных мышей 5хFAD в воз-
расте 6 мес. в этих трех структурах на светооптиче-
ском уровне были обнаружены амилоидные сениль-
ные бляшки, как в клеточных, так и в волокнистых
слоях, которые не наблюдались у мышей дикого ти-
па. У 5хFAD мышей в очагах поражения головного
мозга, где концентрируются бляшки, увеличено ко-
личество глиальных клеток, свидетельствующее о
нейровоспалительном процессе. Нейроны и их
дендриты подвергаются дегенеративным изменени-
ям, происходит гибель клеток и прерываются меж-
нейрональные связи. Кроме того, проведенное нами
электронномикроскопическое исследование обна-
ружило локальные очаги поражения нервной ткани,

Рис. 6. Сравнительный анализ уровня исследовательской
деятельности в отношении нового объекта у мышей ли-
нии 5xFAD (n = 10) и дикого типа (n = 6). По вертикали –
индекс дискриминации, вычисленный как частное чи-
сел, отражающих время обнюхивания неизвестного (но-
вого) и известного предметов. По горизонтали – время,
прошедшее после тренировочного предъявления пары
объектов. Над горизонтальными линиями, соединяющи-
ми сравниваемые группы животных, обозначен уровень
значимости выявленных межгрупповых различий. Дан-
ные о животных дикого типа показаны зелеными кружка-
ми (1 ч) и треугольниками (24 ч), данные по животным ли-
нии 5xFAD представлены белыми кружками (1 ч) и тре-
угольниками (24 ч) с красными границами. Пунктирной
горизонтальной линией обозначен уровень, при котором
наблюдается равнозначное предпочтение нового и из-
вестного объектов.
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появление аутофаголизосом в этих структурах, кото-
рые еще раз указывают на усиление нейродегенера-
тивных процессов. У трансгенных мышей, по срав-
нению с мышами дикого типа, уменьшается число
синаптических контактов и шипиков. Все эти изме-
нения, обнаруженные нами, свидетельствуют об
очевидном нарушении функционирования нейро-
нальной сети как обонятельных луковиц, так и энто-
ринальной коры и гиппокампа. Полученные нами
данные согласуются с результатами других авторов,
показавших гибель нейронов во многих областях мозга
(Oakley et al., 2006; Eimer, Vassar, 2013), а также развитие
астро- и микроглиоза, которое идет параллельно с об-
разованием амилоидных бляшек (Oakley et al., 2006).

В проведенном нами исследовании выявлено на-
рушение долговременной памяти у трансгенных мы-
шей в тесте распознавание нового объекта (NOR),
который широко используется для исследования из-
менений памяти у животных (Antunes, Biala, 2012).
Общепризнано, что на результаты NOR тестирова-
ния влияют как гиппокампальные, так и кортикаль-
ные нарушения (Cohen, Stackman, 2015). Исследования
на приматах и грызунах показали, что для распознава-
ния визуальных объектов очень важны парагиппокам-
пальные области височной доли, а именно перири-
нальная, энторинальная и нижняя височная кора
(Hammond et al., 2004). В нашем исследовании у мы-
шей линии 5xFAD были обнаружены существенные
ухудшения долговременной памяти при распознава-
нии визуальных объектов вместе с структурными из-
менениями, наблюдаемыми в энторинальной коре и
гиппокампе.

Наличие существенных изменений в исследован-
ных структурах мозга указывает на то, что у 5xFAD
мышей имеет место нарушение нейрональных
связей , что не может не сказаться на формировании
их обонятельной функции. Полученные нами дан-
ные также свидетельствуют, о том, что у 5xFAD мы-
шей имеет место нарушение распознавания запаха
масла валерианы (Vasilev et al., 2022), один из состав-
ляющих компонентов которого – изовалериановая
кислота, имеет феромональную значимость для
мышей (Мельник и др., 2009).

Полученные нами данные об изменении распре-
деления амилоид-деградирующего фермента НЕП в
ткани исследуемых нами структур мозга мышей ли-
нии 5хFAD по сравнению с диким типом позволяют
предположить, что снижение уровня содержания
НЕП в энторинальной коре может быть одной из
причин нарушения деградации растворимых форм
амилоидного пептида, который при его накоплении
активно образует амилоидные агрегаты (Nalivaeva,
Turner, 2019). Кроме того, в структурах мозга транс-
генных мышей нами выявлено нарушение числа си-
наптических контактов, которые, по имеющимся
представлениям, являются основными местами ло-
кализации и действия НЕП (Наливаева и др., 2020),
что может нарушать нормальное функционирование

этого фермента и доступность его субстратов, к чис-
лу которых относятся Aβ и соматостатин. С этой
точки зрения представляет также интерес в будущем
проанализировать уровень содержания и распреде-
ления соматостатина в обонятельном анализаторе
5xFAD мышей, поскольку есть данные, что у пациен-
тов с БА имеет место нарушение его распределения в
переднем обонятельном ядре (Saiz-Sanchez еt al., 2010).

Проведенное нами исследование является важ-
ным шагом на пути к пониманию молекулярно-кле-
точных нарушений при патологии нервной ткани,
вызванной накоплением амилоидного пептида.
Особый интерес представляют результаты электрон-
но-микроскопического исследования ткани мозга
трансгенных мышей, показавшего, что накопление
амилоидных отложений сопровождается развитием
аутофагии, о чем свидетельствует наличие большого
числа аутофаголизосом различных форм и размеров
во всех исследованных нами участках мозга. Суще-
ствует ряд гипотез о том, что в ходе развития БА про-
исходит нарушение молекулярных механизмов об-
разования аутофаголизосом (Reddy, Oliver, 2019), ко-
торое приводит к их накоплению в теле и отростках
нейрона (Wang et al., 2018). Данные литературы со-
гласуются с наблюдаемым нами накоплением ауто-
фагосом и аутофаголизосом в нервных клетках. Од-
нако доказательство активации аутофагии в нейро-
нах у мышей линии 5xFAD требует проведения
специального исследования с привлечением данных
о динамике специфических маркерных белков (Atg-
комплекс, Beclin-1, Lamp-1, Lamp-2, LC3 и др.). Так
или иначе, результаты проведенного исследования
впервые четко показывают накопление аутофаголи-
зосом в нейронах кортикальных структур мозга мы-
шей линии 5xFAD и свидетельствуют о вовлечении
аутофагии в механизмы нейродегенеративных про-
цессов у таких животных, что указывает на перспек-
тивность исследования аутофагии на данной модели.

Еще одним новым наблюдением в нашем иссле-
довании является обнаружение различного характе-
ра клеточной локализации НЕП в исследуемых
структурах, свидетельствующее, что в гиппокампе мы-
шей НЕП-позитивными являются преимущественно
интернейроны, а в энторинальной коре – тела пира-
мидных нейронов. При этом в обонятельных лукови-
цах НЕП имеет более широкую локализацию: в нейро-
пиле белого вещества, в телах и отростках митраль-
ных клеток и в мелких клетках гломерулярного слоя.
Все это указывает на то, что локализация НЕП в раз-
ных популяциях клеток и структурах мозга различ-
на, что, вероятно, отражает специфический харак-
тер распределения его субстратов. Различия в рас-
пределении НЕП у трансгенных животных и мышей
дикого типа может свидетельствовать о нарушении
его внутриклеточного транспорта и локализации,
что наблюдалось нами в нервных клетках при гипо-
ксии (Fisk et al., 2007).
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Несмотря на то, что различные трансгенные мо-
дели БА различаются по своим характеристикам и не
могут полностью отражать патогенез БА у человека,
они дают возможность исследовать основополагаю-
щие молекулярные механизмы нарушений, вызыва-
емых усиленной продукцией и накоплением амило-
идного пептида, что делает их важным инструментом
для исследований и тестирования фармакологических
препаратов (Yang et al., 2017).
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In the present study, we performed a comparative analysis of structural and ultrastructural changes in the nervous
tissue of the olfactory bulbs, hippocampus, and entorhinal cortex in 5xFAD transgenic mice that model the patho-
genesis of Alzheimer’s disease, and also investigated the distribution of the main amyloid-degrading neuropeptidase
neprilysin (NEP) relative to wild-type mice. The study of the structure of the nervous tissue showed, that in trans-
genic animals characterized by increased production of amyloid peptide Aβ, there is an increasing death of brain
neurons, as a result of which the neural network is disrupted. In addition, electron microscopy study revealed in
5xFAD mice a decrease of the density of synaptic contacts and dendritic spines, local foci of the nervous tissue dam-
age, the appearance of autophagolysosomes in the neuropil of the tissue. Some features of the neurodegenerative
processes were shown compared to wild-type mice. In 5xFAD mice, there were a change in the distribution of am-
yloid-degrading peptidase NEP in the entorhinal cortex and in the hippocampus, as well as a decrease in the inten-
sity of its staining in the entorhinal cortex. In transgenic mice at the age of 6 months, some memory impairment was
observed when analyzed in a novel object recognition test relative to wild-type mice.

Keywords: 5xFAD transgenic mice, olfactory bulbs, hippocampus, entorhinal cortex, ultrastructure, neurodegener-
ation, amyloid peptide, neprilysin, novel object recognition test


