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* ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Альцгеймера (БА) – серьезное нейро�
дегенеративное нарушение, сопровождающееся
прогрессивным снижением памяти и слабоумием.
Амилоидные β�пептиды (Aβ) играют значитель�
ную роль в патогенезе БА [1–5].

Многочисленные косвенные исследования по�
казали, что БА сопровождается нарушением бел�
кового синтеза [6–11]. Манн с соавторами выявил
значительное повреждение белкового синтеза в
нейронах мозга на разных стадиях БА по таким по�
казателям, как содержание цитоплазматической
РНК, объемы ядер и ядрышек [12]. Динг с соавто�
рами показали, что снижение скорости и интен�
сивности белкового синтеза ассоциирует с нару�
шением функции рибосом. Авторы связывают та�
кие изменения с ранней стадией БА [13]. 

Поскольку снижение белкового синтеза наблю�
дается в областях мозга, регулирующих когнитив�
ную функцию (гиппокамп и фронтальная кора)
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[13], исследование этих структур представляет осо�
бый интерес.

Экспериментальные модели БА на животных
позволяют исследовать ранний токсический эф�
фект Aβ на когнитивные процессы и морфологи�
ческое состояние нейронов [14–22]. После интра�
вентрикулярного введения Aβ может оказывать
воздействие на разные структуры мозга, в том чис�
ле и на гиппокамп [15–19]. После интрагиппокам�
пального введения Aβ действует непосредственно
на гиппокамп [20, 21]. Существуют противоречи�
вые данные о действии Aβ на когнитивные про�
цессы и состояние нейронов при этих введениях
[15, 16, 20–23]. Проведение сравнительного ана�
лиза различных методов центрального введения
Aβ позволит внести ясность в этот вопрос.

Методом флуоресцентной микроскопии с ак�
ридиновым оранжевым (АО) исследовалось состо�
яние цитоплазматической рРНК в индивидуаль�
ных пирамидных нейронах поля СА1 дорзального
гиппокампа крыс на ранней стадии центрального
введения агрегированного Aβ. Отношение интен�
сивностей красной и зеленой флуоресценции (ко�
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лись признаки дегенерации и наличие депозитов Aβ. На 14�й день после интравентрикулярного
введения значение K

α
 снизилось до 35% от контроля в морфологически неповрежденных нейронах.

Депозитиы Aβ не были обнаружены в них. Ультраструктурный анализ цитоплазмы выявил суще�
ственное увеличение количества тяжелых полирибосом, что, вероятно, является причиной сниже�
ния величины K

α
. Таким образом, ранним проявлением действия Aβ на пирамидные нейроны поля
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личества тяжелых полирибосом. Последующее развитие дегенерации нейронов, по�видимому, яв�
ляется результатом накопления в цитоплазме эндогенного Aβ. 
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эффициент K
α
) отражает состояние рРНК в рибо�

сомах и позволяет оценить интенсивность белково�
го синтеза в каждой отдельной клетке. Подробное
обоснование методики дано в предшествующей ра�
боте [24]. Белковый синтез может снижаться как
при диссоциации рибосом, так и при формирова�
нии превалирующего количества тяжелых полири�
босом. Для выяснения этого явления использовали
электронную микроскопию. Для выявления при�
знаков нейродегенерации использовали световую
микроскопию (окраска крезиловым фиолетовым),
идентификацию депозитов Аβ определяли имму�
ногистохимическим методом.

Для исследования прямого действия Аβ на ней�
роны была использована модель переживающих
срезов гиппокампа, в которых контролировалась
электрическая активность нейронов [25].

Показано, что ранним проявлением действия
Aβ in vivo является нарушение белкового синтеза в
пирамидных нейронах поля СА1 гиппокампа.
Причиной такого эффекта является формирова�
ние превалирующего количества тяжелых полири�
босом. В дальнейшем развивающаяся дегенерация
нейронов, вероятно, является результатом накоп�
ления в цитоплазме эндогенного Aβ. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 87 крысах – самцах
Вистар (3 мес.), выращенных в стандартных усло�
виях в питомнике Института теоретической и экс�
периментальной биофизики РАН со свободным
доступом к пище и воде при естественном свето�
вом режиме. Эксперименты осуществляли с со�
блюдением принципов гуманности, изложенных в
директивах Европейского сообщества (86/609/ЕС)
и одобренных комитетом по медицинской этике
ИТЭБ РАН в соответствии с положением о работе
с экспериментальными животными.

Вещества и способ введения. Аβ25–35 (“Sigma”,
USA) растворяли в дистиллированной воде и агре�
гировали в течение 24 ч при температуре 37°С.
Уровень агрегации β�амилоида определяли с по�
мощью электронного микроскопа по наличию
фибриллярных агрегатов после негативного кон�
трастирования водным раствором уранилацетата.
Контрольным животным вводили 0.9% раствор
NaCl. Операции осуществляли в стереотаксиче�
ском аппарате в стерильных условиях под комби�
нированным наркозом золетила (“Verbae sante ani�
male”, France) 12 мг/кг и ксилазина (“Bioveta”,
Czechia) 20 мг/кг. Вещества вводили однократно
билатерально по следующим координатам: (1) бо�
ковые желудочки мозга АР = –0.8 mm; L = 1.5 mm;
Н = 3 mm (n = 24, где n – число животных), (2) поле
СА1 гиппокампа, АР = 4 мм; L = 3 мм; Н = 3 мм
[Paxinos, 1982] с помощью микрошприца Гамиль�
тона (“Hamilton”, Germany, 5 мкл) в следующих

концентрациях: Аβ25–35 1.6 нмоль/1 мкл, 0.9% рас�
твор NaCl в концентрации 15 мкл/желудочек или
1 мкл/гиппокамп. Локализация места введения
веществ осуществлялась на парафиновых срезах
гиппокампа (40 мкм), окрашенных крезиловым
фиолетовым. 

Морфологические и гистохимические исследо�
вания были проведены после интрагиппокампаль�
ного введения на 1�й и 14�й день: (1) интактный
контроль, n = 6, (n – число животных); (2) введе�
ние 0.9% раствора NaCl, n = 6; (3) введение Аβ25–35,
n = 6; а после интравентрикулярного введения на
14�й и 30�й день: (1) интактный контроль, n = 9;
(2) введение 0.9% раствора NaCl, n = 9; (3) введе�
ние Аβ25–35, n = 9.

Переживающие срезы гиппокампа. Эксперимен�
ты выполнены на гиппокампальных срезах крыс
толщиной 300 мкм, n = 12. Регистрацию популя�
ционных спайков от пирамидных нейронов поля
СА1 вызвали электрической стимуляцией колла�
тералей Шафера и начинали через 2 ч 40 мин после
начала эксперимента по ранее описанной методи�
ке [27]. Контролем служили срезы, помещенные в
перфузионную среду (раствор Кребса–Рингера на
бикарбонатном буфере), n = 6 (n – число живот�
ных). В опыте в перфузионную среду вводили
Аβ25–35 в концентрации 260 нМ [28], n = 6. Дли�
тельность перфузии для каждого вещества состав�
ляла 20 мин. 

Приготовление образцов ткани. После декапи�
тации часть мозгов и часть переживающих срезов
фиксировали в жидкости Карнуа (этанол – хлоро�
форм – уксусная кислота 6 : 3 : 1 соответственно),
а другую часть фиксировали в 4% формальдегиде
на фосфатном буфере. После обезвоживания объ�
екты помещали в парафин. Из блоков изготовляли
срезы толщиной 7 мкм (микротом Leica, Germany).
Срезы использовали для световой, флуоресцент�
ной микроскопии и иммуногистохимии.

Флуоресцентная микроскопия. Для исследова�
ния состояния РНК в цитоплазме нейронов был
использован метод окрашивания АО (Fluka
Chemia AG, Buchs, Switzerland) в условиях опти�
мальных для взаимодействия красителя с РНК.
После депарафинирования и регидратации срезы
промывали в цитратно�фосфатном буфере, рН 4.2
в течение 4 мин, окрашивали АО в концентрации
3 × 10–4 М на том же буфере в течение 10 мин по ме�
тодике, описанной ранее [24].

Мономеры АО образуют комплексы с двуните�
выми участками РНК, которые флуоресцируют в
области 530 нм (I530), а находящиеся в растворе ди�
меры АО связываются с однотяжевыми участками
РНК и флуоресцируют в области 640 нм (I640). Из�
мерения флуоресценции проводили на микро�
спектрофлуориметре ДМФ�2 в цитоплазме нейро�
нов с помощью регистрирующего зонда (6.5 мкм в
диаметре) при увеличении ×85 [11]. Измерения и
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обработку данных выполняли с использованием
оригинальной программы Microfluor (Россия).
Исследовали по 100 пирамидных нейронов поля
СА1 гиппокампа для каждого животного.

Для анализа цитоплазмы использовался коэф�
фициент K

α
 = (I640)/(I530), представляющий собой

отношение интенсивностей красной и зеленой
флуоресценции. 

Поскольку рРНК составляет более 80% от всей
цитоплазматической РНК, то K

α
 отражает состоя�

ние рРНК в рибосомах. В отдельной работе ранее
сопоставляли K

α
 и особенности ультраструктуры в

нейронах с различным уровнем функциональной
активности и разным содержанием в цитоплазме
активных полирибосом [24]. Было показано, что в
тех нейронах, в которых основная масса полири�
босом диссоциирована, величина K

α
 низка, K

α
 по�

вышается по мере увеличения активно функцио�
нирующих полирибосом. На культуре клеток ней�
робластомы при обработке циклогексимидом
(ингибитором белкового синтеза) сравнивали
флуоресцирование АО и включение меченых ами�
нокислот, отражающее скорость синтеза белка.
Была выявлена положительная корреляция между
K
α
 и включением меченых аминокислот. Результа�

ты исследования показали, что флуоресценция АО
отражает не просто наличие полирибосом в цито�
плазме, а именно функциональную активность то�
го типа рибосом, которые превалируют в данный
момент в цитоплазме пирамидных нейронов.

Световая микроскопия. Признаки дегенерации
нейронов выявляли при окрашивании срезов гип�
покампа крезиловым фиолетовым (Sigma�Aldrich,
St. Louis, USA) по Нисслю. Препараты анализиро�
вали с помощью оптического микроскопа Axio Im�
ager M1 (Zeiss, Germany).

Иммуногистохимия. Иммуногистохимическое
исследование проводили по стандартной методике
[21]. С целью усиления выявления бета�амилоида
срезы обрабатывали 70%�ной муравьиной кисло�
той в течение четырех минут. Для блокады эндо�
генной пероксидазной активности срезы инкуби�
ровали в 0.5% Н2О2 в этаноле и в 5%�ной нормаль�
ной козьей сыворотке. Затем срезы инкубировали
с первичными антителами: кроличьи поликло�
нальные анти�(Aβ1–40) (1 : 400, Sigma) при темпера�
туре +4° в течение 15 ч. Первичные антитела узна�
вали анти�кроличьими IgG (1 : 800, Sigma), кото�
рые идентифицировали StreptABComplex/HRP
(Sigma), согласно указаниям производителя. Им�
муногистохимическую реакцию визуализировали
3,3'�диаминобензидин (DAB) (Sigma, USA). В ка�
честве негативного контроля первичные антитела
заменяли буфером. Препараты анализировали с
помощью оптического микроскопа Axio Imager
M1 (Zeiss, Germany).

Электронная микроскопия. Подготовка ткани к
ультраструктурному исследованию проводили ру�

тинным методом. После обезглавливания живот�
ных срезы (0.5–1 мкм) дорзального гиппокампа
были помещены на 2–4 ч в 2.5%�ный глутаральде�
гид, приготовленный на 0.1 M Na�какодилатном
буфере (pH 7.2–7.4), с последующей постфикса�
цией в 1%�ном растворе OsO4 на том же самом бу�
фере в течение 1–2 ч. После обезвоживания в
спиртах, срезы заключали в эпоксидную смолу
Epon�Araldite (Agar Scientific Inc, Великобрита�
ния). Серийные ультратонкие срезы пирамидных
нейронов поля СА1 гиппокампа, полученные с по�
мощью алмазного ножа на микротоме Leica UM6,
были окрашены уранилацетатом и свинцовой со�
лью лимонной кислоты на сетках, покрытых пио�
лоформом. Исследование проводили на электрон�
ном микроскопе JEOL 1200EX (Биоорганический
институт химии РАН, Пущино, Россия).

Морфометрический анализ полирибосом. Иссле�
дование количества рибосом в полирибосомах ци�
топлазмы с использованием просвечивающей
электронной микроскопии (TEM) ограничено тем
фактом, что отдельная группа рибосом в толще
ультратонкого среза может представлять не пол�
ный набор рибосом наблюдаемой полирибосомы.
Наиболее адекватным методом оценки рибосо�
мального состава полирибосом цитоплазмы могла
бы служить высокоразрешающая электронная то�
мография, но в свою очередь этот метод сталкива�
ется с такой проблемой, как наличие электронно�
плотных РНП гранул, практически неотличимых
от рибосомальных субъединиц. По�видимому,
единственный способ оценки числа рибосом в по�
лирибосомах с использованием TEM – это подсчет
числа рибосом по длине полисомы, распластанной
на плоских цистернах эндоплазматического рети�
кулума (ЭР) или на наружной поверхности ядер�
ной мембраны.

Для подсчета числа рибосом в полирибосомах
использовалась обычная просвечивающая микро�
скопия уплощенных цистерн ЭР и ядерной обо�
лочки (рис. 4a), лежащих в плоскости среза на от�
носительно толстых (100 нм или чуть более) уль�
тратонких срезах. Микрофотографии (минимум
25 от каждого животного) перинуклеарной обла�
сти цитоплазмы пирамидных нейронов СА1 обла�
сти гиппокампа крыс в контроле (3 крысы) и на
14�й день после интравентрикулярной инъекции
амилоидного пептида Aβ (3 крысы) получали при
увеличении ×12K. Негативы сканировали с разре�
шением 2400 dpi (сканер: Epson Perfection V700
Photo) и подсчитывали число рибосом в полири�
босомах с использованием программы IGL Trace
(http://synapses.clm.utexas.edu).

Из подсчета числа рибосом в полирибосоме ис�
ключали полирибосомы, лежащие на границе по�
верхности срезанной цистерны ER (на рис. 4 отме�
чены как “и” – исключенные и “в” – включенные
в подсчет). Также в подсчет включали не все поли�
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рибосомы состоящие из 3–4 рибосом, но только
те, которые формировали изогнутую цепочку, по�
добно тому, что образуют связанные с ЭР тяжелые

полирибосомы. В среднем у каждой крысы кон�
трольной группы было подсчитано число рибосом
в 142 ± 16 полирибосомах и в 197 ± 82 у каждой
крысы после воздействия Aβ, наименьшее коли�
чество включенных в подсчет составляло 107 по�
лисом.

Статистическая обработка. Данные пред�
ставлены в виде средних значений и их стандарт�
ных отклонений ±SD. Интенсивность флуорес�
ценции оценивали по t критерию Стьюдента,
различия считались достоверными на уровне
значимости p < 0.01. Межгрупповые различия
числа рибосом в полирибосомах определяли
дисперсионным анализом (one�way ANOVA) на
уровне значимости p < 0.01 и ранговым критери�
ем Вилкоксона на уровне значимости p < 0.05 с
использованием статистического пакета Stadia
8.0 (http://statsoft.msu.ru). Поскольку использова�
лось минимально возможное количество живот�
ных в каждой группе (n = 3) для анализа на уровне
значимости p < 0.05 (95%), программно вычислен�
ные значения статистики Вилкоксона сравнивали с
табличными критическими значениями (таблица).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Интравентрикулярное введение. В норме, при
окраске крезиловым фиолетовым, пирамидные
клетки, которые составляют основную массу ней�
ронов поля СА1 гиппокампа [31], имели равно�
мерно окрашенную цитоплазму, четко выражен�
ные ядрышко, плазматическую и ядерную мембра�
ны (рис. 1a, б). 

Спустя 14 дней после введения Aβ25–35 морфо�
логическая картина большинства пирамидных
нейронов, окрашенных крезиловым фиолетовым,
на всем поле СА1 практически не отличалась от
контроля (рис. 2a, б). Однако значение K

α
 значи�

а 100 мкм

б 40 мкм

Рис. 1. Микрофотографии гиппокампа крысы (по�
ле СА1), окрашенного крезиловым фиолетовым в
контроле (интактное животное).

Детальный анализ распределения рибосом в цитоплазме пирамидных нейронов поля СА1 гиппокампа контроль�
ных и опытных крыс на 14�й день после интравентрикулярного введения Aβ25–35, представленных на рис. 4 и по�
парное сравнение содержания рибосом в различных фракциях полирибосом. Стрелки обозначают повышение (↑)
и снижение (↓) соотношения % максимум/% минимум

Рибосомы 
в полисомах 

Контроль, % от общего 
количества рибосом, среднее 

отклонение ± S.D., n = 3

Опыт, % от общего 
количества рибосом, 

среднее отклонение ± 
± S.D.,  n = 3

Соотношение, 
% максимум/% ми�

нимум

Сумма рангов, 
вычисленных 

по ранговому крите�
рию Вилкоксона 

3–5 10.5 ± 2.3 2.6 ± 2.6 4.5*↓ 15
6–7 25.9 ± 5.4 9.4 ± 5.7 2.8*↓ 15
8–9 33.1 ± 3.4 30.1 ± 4.8 1.1 12

10–11 17.5 ± 4.2 25.8 ± 1.5 1.5*↑ 6
12–13 7.1 ± 2.7 15.0 ± 4.8 2.1*↑ 6
14–15 3.3 ± 0.4 9.2 ± 4.6 2.8*↑ 6
16–19 1.4 ± 2.5 6.8 ± 4.2 4.7↑ 7
20–25 1.2 ± 0.4 1.2 ± 0.6 1.0 10.5

3–7 36.4 ± 7.7 11.9 ± 8.3 3.1*↓ 15
10–19 29.3 ± 9.7 56.8 ± 12.3 1.9*↑ 6 
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тельно снизилось и составляло 36% от контроля
(рис. 3a).

Через 30 дней после введения Aβ25–35 в поле СА1
гиппокампа на фоне морфологически интактных
клеток появляются темные и дегенеративные
клетки (рис. 2в, г). Значение величины K

α
 при этом

составляла 56% от контрольного уровня.

Введение физиологического раствора не вызы�
вало изменений K

α
 и сохранялось на уровне кон�

троля (интактные животные) на 14�й и 30�й дни.

Ультраструктурный анализ цитоплазмы пира�
мидных нейронов поля CA1 показал, что в контро�
ле число полирибосом, содержащих от 3 до 7 рибо�
сом в 3 раза больше, а число полирибосом, содер�
жащих от 10 до 19 в 2 раза меньше по сравнению с
опытом (рис. 4, таблица). Иммуногистохимиче�
ский анализ не выявил присутствие депозитов Aβ в
цитоплазме нейронов в исследуемые сроки.

Интрагиппокампальное введение. Введение
Aβ25–35 непосредственно в гиппокамп позволяет

исследовать прямое действие вещества на нейро�
ны гиппокампа, однако в этом случае необходимо
учесть наличие локальной травмы, полученной в
результате микроинъекции. 

На 1�й день после интрагиппокампального вве�
дения во всех группах оперированных животных
наблюдали незначительное количество повре�
жденных клеток в месте инъекции в поле СА1
(рис. 5а, б) при окраске крезиловым фиолетовым. 

Результаты исследования нейронов гиппокам�
па, окрашенных АО, показали, что на 1�й день по�
сле введения AΒ25–35 во всех исследуемых нейронах
поля СА1 наблюдалось снижение величины K

α
 до

55% от контрольного значения (рис. 3б). После
введения физиологического раствора значение K

α

составило 86%.

На 14�й день после введения в гиппокамп
Aβ25–35 при окрашивании крезиловым фиолето�
вым в нейронах поля СА1 обнаружились значи�
тельное набухание цитоплазмы, ее вакуолизация,

а 100 мкм в 100 мкм

б 40 мкм г 40 мкм

Рис. 2. Микрофотографии гиппокампа крысы (поле СА1), окрашенного крезиловым фиолетовым после микроинъекции
Aβ25–35 (1.6 мM) в боковые желудочки мозга. Декапитация на 14�й день (а, б) и на 30�й день после введения препарата.
Стрелками указаны темные и дегенеративные клетки.
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многочисленные расплывчатые, нечеткие и тем�
ные, а также полностью разрушенные клетки, что
является явными признаками некроза (рис. 5в, г).
Аналогичную картину дегенерации в нейронах по�
ля СА1 гиппокампа наблюдали при гипоксии и
ишемии [31–33]. После введения NaCl отличий от
контрольного уровня не наблюдалось.

Иммуногистохимический анализ выявил в ци�
топлазме пирамидных нейронов поля СА1 на
14�й день после инъекции присутствие диффуз�
ных депозитов Aβ, которые идентифицировались
антителами к Aβ1–40 и их отсутствие на 1�й день
(рис. 6). 

Переживающие срезы гиппокампа. Через 20 мин
после инкубирования срезов в Aβ25–35 при окраске
крезиловым фиолетовым наблюдалась сильно вы�
раженная дегенерация пирамидных нейронов по�
ля СА1 (рис. 7б, г), а иммуногистохимический ана�
лиз выявил в цитоплазме этих клеток присутствие
диффузных депозитов Aβ, которые идентифици�
ровались антителами к Aβ1–40 В контроле ни при�
знаков дегенерации (рис. 7а, д), ни наличия диф�
фузных депозитов Aβ не наблюдалось. 

ОБСУЖДЕНИЕ

Выявились изменения в состоянии отдельных
пирамидных нейронов поля CA1 дорзального гип�
покампа на ранней стадии после центрального
введения агрегированного Aβ25–35.

На 1�й день после интрагиппокампального вве�
дения Aβ25–35, существенное уменьшение величи�
ны K

α
 наблюдалось в большинстве морфологиче�

ски интактных клеток по сравнению с контролем.
Аналогичное явление имело место и на 14�й день
после интравентрикулярного введения. Следова�
тельно, изменение величины K

α
 не связано с про�

цессом нейродегенерации. В предыдущей работе
было показано, что K

α
 является индикатором ин�

тенсивности белкового синтеза и коррелирует с
долей транслирующих полирибосом [24]. Метод
электронной микроскопии позволил выявить пре�
валирующее количество тяжелых полирибосом в
цитоплазме нейронов поля СА1 гиппокампа при
интравентрикулярном введении Aβ25–35. Таким об�
разом, именно преобладание тяжелых полирибо�
сом является причиной снижения белоксинтези�
рующей активности в исследуемых клетках.

Данные результаты коррелируют с исследова�
ниями Чана и соавторов, которые на культуре пер�
вичных нейронов показали, что в первый день по�
сле введение Aβ в морфологически интактных
клетках значительно снижалась скорость белково�
го синтеза. Причиной такого снижения было фор�
мирование превалирующего количества тяжелых
полирибосом [34]. 

На этом основании можно предположить, что и
на 1�й день после интрагиппокампального введе�

120
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Рис. 3. Изменение величины относительного индекса

(%) (mean ± SD), коррелирующего с

изменением интенсивности белкового синтеза в пи�
рамидных нейронах поля СА1 гиппокампа: (a) на
14�й день после интравентрикулярного введения
Аβ25–35, (б) на 1�й день после интрагиппокампального
введения (концентрация 1.6 мM). Исследования про�
водили на 300–400 клетках с 3–4 животными в каждой
точке. * указывает на значительное различие в величи�
не индекса для нейронов одной и той же временной
точки (p < 0.001). Темные колонки – контроль, белые –
опыт.

K
α

опыт
/K

α

контроль

Рис. 4. Репрезентативные фрагменты уплощенной цистерны ЭР и наружной ядерной мембраны с расположенными
на них полирибосомами, использованными для оценки числа рибосом в полирибосомах. (a) – уплощенная цистер�
на ER усеяна хорошо различимыми полирибосомами. (б) – тангенциальный срез ядерной мембраны с полирибосо�
мами. Не все полирибосомы были использованы для подсчета числа составляющих их рибосом; “в” – включенные
в подсчет полирибосомы, “и” – исключенные, лежащие на границе срезанной цистерны ЭР. ЭР – эндоплазматиче�
ский ретикулум, ц – цитоплазма, ЯО – ядерная оболочка; нп – ядерная пора; xp – хроматин. Масштабные отрезки
составляют 200 нм. (в) – количественное распределение полирибосом в зависимости от числа составляющих их ри�
босом. Для наглядности сдвига распределения дополнены соответствующими функциями экстремальных значений
и диаграммой свойств двух распределений (медиана, минимальное и максимальное значения, верхний и нижний
квартили) в контроле и на 14�й день после интравентрикулярной инъекции Aβ. После инъекции Aβ количество ри�
босом в полирибосомах было выше (10.9 ± 3.2, n = 591) и достоверно отличалось от значений в контроле (8.7 ± 2.9,
n = 427) (one�way ANOVA, p < 0.01, отмечено звездочкой).
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ния Aβ причиной снижения белкового синтеза
могло быть формирование превалирующего коли�
чества тяжелых полирибосом, как это имело место
на 14�й день после интравентрикулярной инъек�
ции Aβ.

Согласно исследованиям Динга и соавторов, на
ранних стадиях БА в гомогенатах различных
структур мозга способность полирибосомальных
комплексов синтезировать белок нарушается. Ав�
торы полагают, что окислительный стресс может
быть причиной снижения белкового синтеза. На�
рушение белкового синтеза рассматривается как
основной фактор начала и развития БА [13].

Эксперименты на культуре первичных нейро�
нов показали, что уже через несколько часов после
воздействия Aβ в клетках индуцируется окисли�
тельный стресс [34–37]. Реактивные кислородные
радикалы индуцируют повреждения во всех ком�
понентах системы белкового синтеза (мРНК, ри�

босомы, тРНК, хроматин), что и является причи�
ной формирования тяжелых полирибосом [34, 38].

В опытах in vitro было показано, что окисли�
тельный стресс увеличивает экспрессию β� и
γ�секретаз, которые усиливают продукцию эндо�
генного Aβ [35–37].

Возможно, эти два процесса, вызванные окис�
лительным стрессом: нарушение белкового син�
теза и активация продукции эндогенного Aβ, –
разнесены во времени. Так, на 1�й день после
интрагиппокампального введения Aβ в морфоло�
гически интактных нейронах значительно снижа�
ется активность белкового синтеза, но в цито�
плазме еще нет депозитов Aβ. На 14�й день в цито�
плазме дегенеративных клеток депозиты уже
наблюдаются. Депозиты Aβ наблюдали и в повре�
жденных нейронах переживающих срезов гиппо�
кампа. Накопление Aβ в нейронах, вероятно, мо�
жет происходить как в результате проникновения

а 100 мкм

б 40 мкм

в 100 мкм

г 40 мкм

Рис. 5. Микрофотографии гиппокампа крысы (поле СА1), окрашенного крезиловым фиолетовым после микроинъекции
в гиппокамп: Aβ25–35 (1.6 мM). Декапитация на 1�й (а, б) и 14�й день (в, г) после введения. Стрелками указаны темные и
дегенеративные клетки.
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экзогенного Aβ вследствие повреждения клеточ�
ной мембраны, так и в результате формирования
эндогенного Aβ [16]. Однако в данной работе в ци�
топлазме нейронов накапливается, по�видимому,
эндогенный Aβ, поскольку животным был введен
A25–35, а в цитоплазме депозиты Aβ идентифициро�
вались антителами к Aβ1–40.

Таким образом, можно предположить, что
центральное введение Aβ вызывает цепь собы�
тий: окислительный стресс, увеличение экс�
прессии β� и γ�секретаз, накопление депозитов
эндогенного Aβ. 

Результаты исследований показали различия в
динамике состояния нейронов после интравентри�
кулярного и интрагиппокампального введения Aβ.
Показателем разной скорости проникновения Aβ
в нейроны при этих двух способах введения может
служить сравнение состояния клеток на 14�й день.
Если при интрагиппокампальном введении на�
блюдается некроз основной массы нейронов и
наличие депозитов в них, то при интравентрику�
лярном введении видим только максимальное

снижение интенсивности белкового синтеза в
морфологически интактных нейронах, как это
имело место на 1�й день после интрагиппокам�
пального введения. Следует отметить, что суще�
ственная нейродегенерация после интравентрику�
лярной инъекции Aβ была показана только через
3 мес. [19].

Таким образом, динамика повреждения пира�
мидных нейронов гиппокампа при различных
способах центральных инъекций Aβ имеет общие
черты, но различается по скорости процессов. 

Цитологические методы исследования позво�
лили выявить, что ранним проявлением действия
Aβ в пирамидных нейронах поля СА1 дорзального
гиппокампа является нарушение белкового синте�
за в результате формирования превалирующего
количества тяжелых полирибосом. В дальнейшем
развивающаяся дегенерация нейронов, вероятно,
является результатом накопления в цитоплазме
эндогенного Aβ.

б 40 мкм

а

Рис. 6. Микрофотографии поля СА1 крысы. Депозиты амилоида идентифицировались антителами к Aβ1–40. (а) – в кон�
троле; (б) – на 14�й день после введения в гиппокамп Aβ25–35 (1.6 мM). Толстые стрелки указывают на диффузные ами�
лоидные депозиты в цитоплазме нейронов.
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Работа была поддержана грантами Президиума
АН РАН “Фундаментальные науки – медицине” и
Министерства образования и науки РФ № P1052. 
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