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OF MEMORY IMPAIRMENT UNDER THE ACTION OF Β-AMYLOID 1-40 HOMOAGGREGATES

В експерименті на щурах відтво-
рено ін’єкційну модель доклінічного 
етапу хвороби Альцгеймера. За дію 
β-амілоїдного пептиду 1-40 (15  нМ) 
in vivo встановлено активацію цито-
кінової ланки запалення (IL-1β, TNF-α, 
IL-6, IL-10) у мозковій корі, гіпокампі та 
сироватці крові піддослідних тварин. 
Токсичний ефект гомоагрегатної форми 
β-амілоїдного пептиду 1-40 супрово-
джувався інтенсивним відгуком цито-
кінової системи. Найінформативнішим 
маркером перебігу нейрозапалення 
виявився фактор некрозу пухлин-α 
(TNF-α), а доклінічного етапу амілоїдо-
зу — β-амілоїдний пептид 1-40 (Аβ40). 

Нейроалотрансплантація ембрі-
ональної тканини усувала місцевий 
запальний процес у  неокортексі го-
ловного мозку та не запобігала по-
ширенню активації системи цитокінів 
у  гіпокампі піддослідних щурів.
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IL-10, запалення, пам’ять, хвороба 
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В исследовании на крысах была смо-
делирована инъекционная модель докли-
нического этапа болезни Альцгеймера. 
Под  действием β-амилоидного пептида 
1-40 (15 нМ) in vivo была выявлена акти-
вация цитокинового звена воспаления 
(IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10) в коре головного 
мозга, гиппокампе и сыворотке крови экс-
периментальных животных. Токсический 
эффект гомоагрегатов β-амилоидного 
пептида 1-40 сопровождался интен-
сивным ответом цитокиновой системы. 
Самым информативным маркером тече-
ния нейровоспаления оказался фактор 
некроза опухоли-α (TNF-α), а доклиничес-
кого этапа амилоидоза — β-амилоидный 
пептид 1-40 (Аβ40). 

Нейроаллотрансплантация эмбрио-
нальной ткани ликвидировала местный 
воспалительный процесс в  неокортексе 
головного мозга, но не предотвращала 
активацию системы цитокинов в  гиппо-
кампе исследуемых животных.

Ключевые слова: нейроаллотранс-
плантация, Аβ40, IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10, 
воспаление, память, болезнь Альцгеймера

In a study on rats was modeled 
injection model of preclinical stages of 
Alzheimer’s disease. Under the action 
β-amyloid 1-40 (15 nM) in vivo revealed 
activation of inflammatory cytokine 
level (IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10) in the 
cerebral cortex, hippocamp and blood 
serum of experimental animals. The 
toxic eff ect β-amyloid 1-40 homoag-
gregates was accompanied by intense 
response of cytokine system. The most 
informative marker of neuroinfl amma-
tion occurred tumor necrosis factor-α 
(TNF-α), and preclinical stages of amy-
loidosis was β-amyloid 1-40 (Аβ40). 

Neuroallotransplantation fetal tis-
sue eliminated the local infl ammatory 
process in the neocortex of the brain, 
but did not prevent the activation of 
cytokines in the hippocamp of inves-
tigated animals.

Keywords: neuroallotransplanta-
tion, Аβ40, IL-1β, TNF-α, IL-6, IL-10, 
inflammatory, memory, Alzheimer’s 
disease.

Нейротрансплантацію розглядають як альтернатив-
ну терапію багатьох нейродегенеративних захворю-
вань, у тому числі і хвороби Альцгеймера (ХА)  [1—4]. 
Останні дослідження показали, що амілоїдоз у  пато-
генезі ХА супроводжується нейрозапаленням. Було 
встановлено, що підвищення вмісту інтерлейкіну-6 (IL-6) 
та С-реактивного білка у  сироватці крові асоціюється 
з  погіршенням пізнавальних здібностей у  пацієнтів 
з  ХА  [5—7]. Існують дані про безпосередню участь 
фактора некрозу пухлин-α (TNF-α) й  інтерлейкіну-1β 
(IL-1β) у поширенні амілоїдозу шляхом стимуляції цілого 
каскаду цитокінів, які служать маркерами нейродегене-
рації [8]. При хронізації запального процесу IL-1β індукує 
вивільнення з мікроглії системного прозапального меді-
атора IL-6 з полівалентними властивостями, який в свою 
чергу регулює класичні механізми метаболізму нейро-
нів, у тому числі функціонування мітоген-активованих 
протеїнкіназ (MAPKs) та ядерного фактора транскрипції 
(NF-кВ) [9]. Проте, на пізніх етапах хвороби Альцгеймера 
перебіг амілоїдозу супроводжується пригніченням 
активності цитокінової системи та зниженням плазма-
тичних рівнів TNF-α, IL-1β, IL-8 та ін. [10—12]. ********

Цитокіни взагалі відіграють провідну роль у  взає-
модії двох інтегративних систем організму: нервової 
та імунної. Залежно від обставин вони здатні не тільки 
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сприяти виникненню нейрозапалення, але й  брати 
участь у відновних процесах ушкоджених ділянок моз-
ку. Безсимптомній нейродегенерації гіпокампа і кори 
великих півкуль головного мозку передують роки та 
десятиріччя хронічного запалення й амілоїдозу доклі-
нічного етапу хвороби Альцгеймера (ХА).

Відомо, що за пам’ять у  ссавців відповідають нео-
кортекс і  гіпокамп. Аксони пірамідних нейронів, які 
пронизують striatum pyramidal, контактують зі своїми 
ж апікальними дендритами, формуючи у такий спосіб 
петлі позитивного зворотного зв’язку, завдяки чому 
підтримується тонічна активність гіпокампа  [13—14]. 
У свою чергу, гіпокамп пов’язаний з іншими структура-
ми головного мозку подвійними кільцевими зв’язками. 
Останні можуть підтримувати активність включених 
у ці зв’язки структур та моделювати загальний рівень 
активності самого гіпокампа [15]. Наразі сформувалось 
уявлення, що підґрунтям механізмів пам’яті постає 
реверберація збудження у  нейрональних ланцюгах 
гіпокампа, яке забезпечує тривалі тонічні процеси у ви-
гляді збереження слідових процесів пам’яті [14, 16, 17].

Отже, за мету дослідження постало вивчення впли-
ву β-амілоїдного пептиду 1-40 на динаміку окремих 
цитокінів (IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α) у неокортексі і гіпо-
кампі щурів на моделі доклінічного періоду хвороби 
Альцгеймера та ефект нейроалотрансплантації на 
перебіг нейрозапалення.
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Дослідження було проведено на 30 щурах-самцях 
статевозрілого віку вагою 200—250 г, у яких протягом 
20 діб формували умовний рефлекс: стійку умовно-реф-
лекторну реакцію уникання. Під час роботи керувалися 
«Загальними етичними принципами експериментів на 
тваринах» (Україна, 2001).

Формування стійкої умовно-рефлекторної реак-
ції уникання. У загальній групі щурів протягом 20 діб 
формували умовно-рефлекторну реакцію уникання 
на базі безумовного рефлексу. У клітці, яка обладнана 
перегородкою з віконцем, кожній тварині пред’являли 
умовний подразник (звук метроному з  частотою 
300  ударів/хв). Безумовним підкріпленням служив 
електричний струм напругою 20—40  В для подраз-
нення лапок тварин протягом 10 с. З відповіддю вона 
повинна була поквапитися протягом 15 с, а саме пере-
бігти через віконце у другу половину клітини. Кожному 
щуру щодня пред’являли умовний подразник 5  разів 
поспіль з  паузами 2—3  хв. Позитивним результатом 
вважали безпомилкові умовно-рефлекторні відповіді 
на звук метроному. Окрім кількості таких відповідей 
у дослідженні реєстрували такий показник, як латент-
ний період умовно-рефлекторних відповідей. Умовний 
рефлекс вважали виробленим, якщо тварина впродовж 
одного дослідного дня давала не менше 5 позитивних 
відповідей на 5 пред’явлень умовного подразника [18].

Відтворення ін’єкційної моделі хвороби Альцгей-
мера. Вплив β-амілоїдного пептиду 1-40 у вигляді гомо-
агрегатів вивчали за умов інтрацеребрального введення 
в  дозі 15  нМ Аβ40  до лівої лобно-фронтальної зони 
мозку щурів. Тварин зі стійкою умовно-рефлекторною 
реакцією уникання було розподілено на дві групи: гру-
па контролю — 10 щурів; група порівняння — 10 щурів 
і дослідна група — 10 щурів. Тваринам з двох останніх 
груп інтрацеребрально було введено гомоагрегати Аβ40. 
Об’єм введеного розчину складав 10 мкл на тварину.

Отримання гомоагрегатів β-амілоїдного пептиду 
1-40. Розчин β-амілоїдного пептиду 1-40 (Amyloid β 
Protein Fragment 1-40, Sigma-Aldrich) у бідистиляті агре-
гували 24 години при 37оС. Грубі великі конгломерати 
Аβ40

 диспергували за допомогою ультразвуку безпо-
середньо перед введенням.

Нейроалотрансплантація. Тваринам дослідної 
групи під кетаміновим наркозом проводили інтраце-
ребральну трансплантацію ембріональної нервової 
тканини переднього відділу неокортексу в зону лівої 
лобно-фронтальної кори через тиждень після попере-
днього введення гомоагрегатів Аβ40 [19]. Ембріональну 
нервову тканину (зона лобно-фронтальної кори) отри-
мували в стерильних умовах на холоду не пізніше ніж за 
10—15 хв до її імплантації у мозок реципієнта.

Забір біоматеріалу. Для визначення концентрації 
Аβ40 і цитокінів забір венозної крові та ділянок мозку 
(лобно-фронтальна кора і  гіпокамп) здійснювали на 
7 добу після інтрацеребрального введення гомоагре-
гатів β-амілоїдного пептиду 1-40 та на 30  добу після 
нейротрансплантації.

Сироватку крові отримували шляхом центрифугу-
вання зразків венозної крові при 3 тис. об/хв протягом 
15  хв та зберігали при –20°  С. Зразки тканин мозку 
(лобно-фронтальна кора, гіпокамп) зберігали до ви-
мірювання теж у  замороженому вигляді. Гомогенати 
нервової тканини одержували у  присутності інгібіто-

рів внутрішньоклітинних протеаз (Protease Inhibitor 
Cocktail) для збереження β-амілоїдного пептиду 1-40 
і цитокінів від руйнування.

Біохімічні дослідження. Концентрацію β-амі лоїд но-
го пептиду 1-40 та цитокінів вимірювали у гомогенатах 
тканин досліджуваних ділянок мозку (лобно-фронталь-
на кора, гіпокамп) та у сироватці крові методом твер-
дофазного «сендвіч» імуно-ензимного аналізу (ELISA) за 
допомогою відповідних наборів реагентів (Аβ40, IL-1β, 
IL-6, IL-10, TNF-α) фірми Invitrogen BCM Diagnostics, USA 
і виражали на г загального протеїну або на мл сироват-
ки крові. Концентрацію загального протеїну визначали 
методом Лоурі.

Статистичне оброблення результатів дослідження. 
Отримані дані опрацьовували статистично, вірогідність 
розбіжностей оцінювали за t-критерієм Стьюдента, 
переконавшись заздалегідь у нормальності розподілу. 
Критичним рівнем значущості (Р) при перевірці статис-
тичних гіпотез вважали 0,05. Обчислення виконували 
у програмі Statistica 6.0.

На рисунку 1 наведено динаміку формування умов-
но-рефлекторної реакції уникання та вплив Аβ40 на 
кількість (І) і латентний період (ІІ) умовно-рефлекторних 
відповідей у групах контролю, порівняння і дослідній. 
Маємо зауважити, що поступове зростання частки 
позитивних відповідей на умовний подразник при 
формуванні умовно-рефлекторної реакції уникання 
у щурів (рис. 1.І) не супроводжувалось суттєвим змен-
шенням тривалості латентного періоду (рис. 1.ІІ), про-
тягом якого тварини згадували та приймали рішення 
про необхідність правильно реагувати. Загалом, на 
всій вибірці тварин цей показник складав в середньо-
му 6,3 с і  відповідав притаманній їм швидкості умов-
но-рефлекторної реакції уникання на тлі 78  % рівня 
позитивних відповідей, що характеризує сформовану 
стійку умовно-рефлекторну реакцію уникання (інтер-
вал 17—20 доба експерименту).

Рис. 1. Динаміка формування умовно-рефлекторної реакції 
уникання та вплив Аβ40 в групах контролю, порівняння 

і дослідній

Інтрацеребральне введення гомоагрегатів β-амі-
лоїдного пептиду 1-40 суттєво не позначилося на частці 
позитивних умовно-рефлекторних відповідей (рис. 1.І), 
що свідчить про збереження нейрональних шляхів 
і відсутність руйнації нейронів на ранніх етапах взає-
мо дії Аβ40 з клітинами головного мозку. У нашому по-
передньому дослідженні [20] за умов електролітичної 
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руйнації ділянки лівої лобно-фронтальної кори мозку 
щурів з  умовно-рефлекторним стереотипом навпаки 
спостерігали випадіння позитивних умовно-рефлек-
торних відповідей та розгальмування диференціювань, 
що відповідало ушкодженню нейрональної мережі 
головного мозку тварин.

Проте у  наявному дослідженні з’ясувався ефект 
Аβ40 на тривалість латентного періоду умовно-рефлек-
торних відповідей (рис. 1.ІІ), а саме: збільшення цього 
показника в 1,4 рази (з 6,3 с при сформованій умовно-
рефлекторній реакції уникання до 8,8 с  за дію Аβ40). 
Отже, на доклінічному етапі хвороби Альцгеймера 
погіршення пам’яті проявляється у  подовшенні зга-
дування і лише згодом, при порушенні нейрональної 
мережі, у нездатності пригадати минуле.

Нейроалотрансплантація не вплинула на частку пози-
тивних умовно-рефлекторних відповідей та спричинила 
лише деяке зменшення їх латентного періоду (рис. 2).

Рис. 2. Ефект нейротрансплантації на показники умовно-
рефлекторної реакції щурів

Пошук первинних механізмів відгуку метаболізму на 
вплив β-амілоїдного пептиду 1-40 привів до вивчення 
інтермедіатів запального процесу у головному мозку 
щурів. Так, у  лобно-фронтальній корі, де відбувалася 
безпосередня взаємодія гомоагрегатів з  нервовими 
клітинами, через тиждень після їх інтрацеребрального 
введення визначалося збільшення на 90 % рівня Аβ40. 
Нейроалотрансплантація ембріональної тканини до 
лівої лобно-фронтальної зони вірогідно не зменшу-
вала вмісту Аβ40 у  корі головного мозку порівняно 
з  моделлю доклінічного етапу хвороби Альцгеймера 
(рис. 3). Це віддзеркалювалось у динаміці концентрації 
Аβ40 у  сироватці крові щурів, а  саме  — збільшенням 
концентрації Аβ40 на 73—74 % у дослідній групі і групі 
порівняння (рис. 4). Натомість, у гіпокампі щурів кар-
динального збільшення вмісту β-амілоїдного пептиду 
1-40 не було з’ясовано: гомоагрегати Аβ40 спричиняли 
підвищення значень цього показника лише на 35  %, 
а нейротрансплантація — зменшення до контрольних 
величин (рис. 5).

Одержані результати можна потрактувати таким 
чином: у  вигляді гомоагрегатів β-амілоїдний пептид 
1-40 проявляє токсичний вплив і надто запускає синтез 
de novo свого попередника та процесинг останнього 
амілоїдогенним шляхом. У  такий спосіб формується 
порочне коло амілоїдозу  [21]. На  доклінічному етапі 
хвороби Альцгеймера динаміка концентрації Аβ40 
у корі і гіпокампі головного мозку корелює з його си-
роватковим рівнем, що надає змоги використовувати 
цей показник як маркер розвитку амілоїдозу.

Рис. 3. Вплив гомоагрегатів β-амілоїдного пептиду 1-40 та 
нейротрансплантації на рівень Аβ40 і цитокінів (IL-1β, TNF-α, 
IL-6, IL-10) у лобно-фронтальній корі головного мозку щурів. 

* — P ≤ 0,05 порівняно з контролем, # — P ≤ 0,05 порівняно 
з ефектом гомоагрегатів Аβ40

Дослідження цитокінової ланки запалення виявило 
різнопланові зміни рівнів про- та антизапальних цито-
кінів у лобно-фронтальній корі, гіпокампі та сироватці 
крові щурів під впливом β-амілоїдного пептиду 1-40 
(див. рис. 2—4). Токсична дія гомоагрегатів Аβ40 спри-
чиняла дворазове збільшення рівнів прозапальних 
цитокінів (IL-1β, TNF-α) і антизапального інтерлейкіну 
IL-10 у лобно-фронтальній корі (див. рис. 3) та в 1,5 рази 
TNF-α, IL-6 і IL-10 у гіпокампі (рис. 5) головного мозку 
піддослідних щурів. Відлунням цього запального про-
цесу було деяке збільшення концентрації TNF-α та 
зменшення концентрацій IL-6 і IL-10 у сироватці крові 
тварин (див. рис. 4).

Рис.  4. Вплив гомоагрегатів β-амілоїдного пептиду 1-40 та 
нейротрансплантації на рівень Аβ40 і цитокінів (IL-1β, TNF-α, 
IL-6, IL-10) у  сироватці крові щурів. *  — P ≤ 0,05  порівняно 
з контролем, # — P ≤ 0,05 порівняно з ефектом гомоагрегатів Аβ40

Нейроалотрансплантація ембріональної тканини до 
неокортексу щурів з ін’єкційною моделлю доклінічного 
етапу хвороби Альцгеймера спричинювала гальму-
вання активності цитокінів у корі головного мозку та 
пожвавлення запального процесу у гіпокампі тварин 
дослідної групи (див. рис. 3, 5). Відлунням ефекту емб-
ріонального трансплантату були збільшений на 62 % 
сироватковий рівень прозапального цитокіну TNF-α та 
зменшений на 47 % рівень протизапального IL-10, по-
рівняно з контролем (див. рис. 4). Отже за показниками 
сироватки крові можна лише опосередковано судити 
про ефективність нейротрансплантації на перебіг за-
гального запалення по той бік гематоенцефалічного 
бар’єра.
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Рис. 5. Вплив гомоагрегатів β-амілоїдного пептиду 1-40 та 
нейротрансплантації на рівень Аβ40 і цитокінів (IL-1β, TNF-α, 

IL-6, IL-10) у гіпокампі головного мозку щурів. 
* — P ≤ 0,05 порівняно з контролем, # — P ≤ 0,05 порівняно 

з ефектом гомоагрегатів Аβ40

Отже, ін’єкційна модель доклінічного етапу хвороби 
Альцгеймера у щурів характеризувалась збереженням 
частки позитивних умовно-рефлекторних відповідей 
(78 %) та подовшенням їх латентного періоду в 1,4 рази. 
Ітрацеребральне введення β-амілоїдного пептиду 
1-40 у  токсичній гомоагрегатній формі спричиняло 
активацію цитокінової ланки запалення у лобно-фрон-
тальній корі, гіпокампі і  сироватці крові піддослідних 
щурів. Найінформативнішим маркером нейрозапалення 
в ін’єкційній моделі хвороби Альцгеймера на щурах ви-
явився TNF-α, а доклінічного етапу амілоїдозу — Аβ40. 
Нейроалотрансплантація ембріональної тканини усува-
ла місцевий запальний процес у неокортексі головного 
мозку, та не запобігала поширенню активації системи 
цитокінів у гіпокампі піддослідних щурів. Ми припуска-
ємо, що у даному випадку гіпокамп, будучи палеокор-
тексом, перебирає на себе кортикальні функції, що узго-
джується з концепцією Гамбарян Л. С. і Коваль І. Н. [17].
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