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Болезнь Альцгеймера – наиболее распространенная протеинопатия, при которой у пациента на-
блюдается неуклонное снижение когнитивных функций с одновременным накоплением в тканях
мозга амилоидных бляшек – внеклеточных агрегатов амилоида β (Аβ), ассоциированных с нейро-
воспалением и нейродегенерацией. Крысы и мыши, Аβ которых отличаются от Аβ человека и дру-
гих млекопитающих тремя аминокислотными заменами, не подвержены патологии альцгеймеров-
ского типа. Однако в мозге трансгенных мышей со сверхэкспрессией Аβ человека наблюдается по-
явление амилоидных бляшек, что позволяет широко использовать этих животных в биомедицине
для моделирования ключевых аспектов болезни Альцгеймера. Трансгенные мыши линии
APPswe/PS1dE9 часто используются для исследования молекулярных механизмов болезни Альц-
геймера. В настоящей работе нами охарактеризована линия мышей APPswe/PS1dE9/Blg, получен-
ная в результате скрещивания линии APPswe/PS1dE9 на генетическом фоне СH3 с животными
С57Bl6/Chg. Нами показано, что показатели фертильности и выживаемости потомства у животных
данной линии не отличаются от показателей у контрольных животных дикого типа. Гистологиче-
ский анализ мозга животных APPswe/PS1dE9/Blg подтвердил сохранение нейроморфологических
признаков БА с увеличением количества и размеров амилоидных бляшек в мозге по мере старения
животных. Таким образом животные линии APPswe/PS1dE9/Blg являются удобной моделью при
поиске терапевтических стратегий замедления прогрессии БА.
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Альцгеймера (БА) – нейродегенера-

тивное заболевание и самая распространенная
форма деменции [1]. БА относится к протеинопа-
тиям – группе заболеваний, в патогенезе которых
важная роль отводится изменениям структуры
и/или нарушениям метаболизма склонных к аг-
регации белков. БА характеризуется медленной
прогрессией патологического процесса и длитель-
ной продромальной стадией [2]. На сегодняшний
день еще не создано эффективных методов терапии
БА, а широкая распространенность делает это забо-
левание актуальной социальной проблемой.

В начале 20 века немецкий психиатр Алоис
Альцгеймер обнаружил в патогистологических

препаратах мозга пациентов с деменцией включе-
ния – сенильные бляшки. Позже было установле-
но, что одним из основных компонентов сениль-
ных бляшек является агрегированный бета-ами-
лоидный (Aβ) пептид. Aβ-пептид представляет
собой продукт гидролиза белка-предшественни-
ка амилоида APP (amyloid precursor protein) [3].
Согласно принятой на сегодняшний день гипоте-
зе амилоидного каскада, церебральный амилои-
доз запускает остальные патологические процес-
сы при прогрессии БА [4].

APP – широко экспрессируемый трансмем-
бранный белок первого типа имеет три основные
изоформы: APP695, APP751 и APP770. Изоформа
APP695 является основной в нейронах, тогда как
APP751 и APP770 экспрессируются преимуще-
ственно в других типах клеток [5]. Белок APP иг-
рает важную роль в разрастании нейритов и ветв-

Сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; APP – белок-
предшественник амилоида; PSEN1 –пресенилин-1.
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лении аксонов в процессе развития мозга, он
участвует в синаптогенезе и обеспечении синап-
тической пластичности [5]. Белок APP в норме
подвергается неамилоидогенному процессингу с
последовательным расщеплением α- и γ-секрета-
зами внутри домена Aβ с образованием непато-
генных фрагментов (sAPPα и C-концевых фраг-
ментов (CTF)) [6]. Растворимая форма sAPPα об-
ладает нейротрофической активностью и участвует
в защите нейронов от эксайтотоксичности, регули-
руя гомеостаз кальция [5]. Последовательное про-
теолитическое расщепление APP β- и γ-секретаза-
ми приводит к образованию Aβ-пептида, спо-
собного к агрегации, а также непатогенных
фрагментов [7]. Наиболее распространены две
формы Aβ-пептида, состоящие из 40 (Aβ40) и
42 аминокислотных остатков (Aβ42), при этом
форма Aβ42 более токсична для клетки [8].

БА считается многофакторным заболеванием,
наиболее распространены его спорадические
формы с поздним дебютом (старше 65 лет). Ис-
следование семейных форм БА с более ранним
дебютом (менее 65 лет) позволило выявить гене-
тические факторы, ассоциированные с развитием
нейродегенеративных процессов в мозге боль-
ных. На сегодняшний день известно несколько
мутаций в гене APP, приводящих к существенно-
му повышению уровня Aβ42 и ассоциированных
с ранним дебютом БА [9]. Описаны также мута-
ции в генах пресенилина 1 (PSEN1) и пресенили-
на 2 (PSEN2), кодирующих трансмембранные
белки эндоплазматического ретикулума. Геном-
ные исследования выявили более 170 различных
мутаций в гене PSEN1 и 13 мутаций в гене PSEN2,
связанных с наиболее распространенными семей-
ными формами БА с ранним началом [7]. Белки
PSEN1 и PSEN2, входящие в состав комплекса
γ-секретазы, оказывают влияние на процессинг
APP [10]. Мутации в гене PSEN1 увеличивают
специфичность расщепления белка APP γ-секрета-
зой до токсичного пептида Aβ42 [11], что подтвер-
ждается повышением соотношения Aβ42/Aβ40 в
плазме пациентов с мутантным геном PSEN1 по
сравнению с плазмой крови пациентов со спора-
дическими формами БА [12].

С целью выявления молекулярных механиз-
мов, лежащих в основе развития и прогрессии БА,
созданы животные модели. К наиболее адекват-
ным и широко используемым моделям относятся
линии трансгенных мышей, в которых воспроиз-
водится прогрессирующий церебральный амило-
идоз, характерный для БА. В геном мышей были
введены трансгенные кассеты, кодирующие
наиболее часто встречающиеся мутации в генах,
ассоциированных c развитием наследственных
форм БА. Животные модели первого поколения,
основанные преимущественно на сверхэкспрес-
сии кДНК мутантных генов APP или PSEN1 чело-
века, воспроизводят основные патологические

признаки заболевания. В модельных животных
второго поколения проведена замена участков
(knock-in) гена App мыши на участки, кодирую-
щие шведскую, иберийскую и/или арктическую
мутации (AppNL–G–F). Трансгенная линия мышей
третьего поколении содержала knock-in мутации
в генах App и Psen1 (AppNL–F Psen1P117L/WT) [13].
Трансгенные животные, воспроизводящие фор-
мирование амилоидных включений – основной
тип патологии при БА, представлены в табл. 1.

Каждая линия отличалась вариабельностью па-
тологического фенотипа, зависящего от генетиче-
ского фона, условий содержания и длительности
поддержания обособленных колоний в условиях
одного вивария. В нашей работе подробно охарак-
теризована сублиния APPswe/PS1dE9.

Геном трансгенных мышей линии APPswe/PS1dE9
содержит две трансгенные кассеты, встроенные в
один локус на хромосоме 9. Первая трансгенная
кассета кодирует кДНК химерного гуманизиро-
ванного в домене Aβ и содержащего шведскую
мутацию (K670N/M671L) гена APP под контро-
лем прионного белка мыши. Вторая трансгенная
кассета кодирует кДНК гена PSEN1 человека с
делецией экзона 9 (PS1ΔE9) под контролем при-
онного белка мыши. Бигенная линия животных
APP/PS1 создана Borchelt и соавт. путем коинъ-
екции линеаризованной и очищенной плазмид-
ной ДНК в пронуклеус зиготы мыши [19]. У 10%
животных, полученных после коинъекции транс-
генных кассет, выявлено одновременное встраи-
вание обоих трансгенов [31]. Далее отобрали одну
линию с наибольшим количеством копий транс-
генной кассеты, которую использовали в даль-
нейших экспериментах. Высокий уровень транс-
генного белка PSEN1 и трансгенного APP в мозге
модельных мышей подтвержден методом имму-
ноблотинга [19].

При создании трансгенных животных внесли
модификацию в фрагмент гена прионоподобного
белка (PrP) мыши в векторе Bluescript KS+. Обо-
значенный phgPrP фрагмент в составе гена PrP
содержал последовательность размером примерно
6 т.п.н. до сайта инициации транскрипции, со-
стоящую из первого кодирующего экзона, пер-
вого интрона, кодирующую область PrP мыши,
слитую со вторым экзоном, и примерно 3 т.п.н.
3′-нетранслируемой области. Открытую рамку
считывания во фрагменте phgPrP заменили на
сайт рестрикции XhoI. Полученный модифици-
рованный вектор назвали MoPrP.Xho. В вектор
MoPrP.Xho по сайтам рестрикции XhoI между эк-
зонами 2 и 3 гена PrP мыши встроили полнораз-
мерную кДНК гена PSEN1 человека, кодирую-
щую белок с делецией аминокислотных остатков
290–319, фланкированную сайтами XhoI. кДНК
белка-предшественника амилоида, гуманизиро-
ванного в домене Аβ, содержащую шведскую му-
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Таблица 1. Наиболее часто используемые линии трансгенных мышей, моделирующие церебральный амилоидоз

Линия (JAX mice) Мутация Промотор Амилоидные бляшки 
(возраст) Ссылка

PDAPP hAPP (V717F)
Промотор гена фактора 
роста тромбоцитов-β 
(PDGF-β)

6–9 мес.: кора,
гиппокамп,
мозолистое тело

 [14]

APP23
(B6.Cg-Tg(Thy1-
APP)3Somm/J)

hAPP751 
(K670N/M671L)

Промотор Thy1 мыши

6–8 мес.: кора
12–24 мес.: кора,
гиппокамп, таламус,
амигдала

 [15]

Tg2576
(B6;SJL-
Tg(APPSWE)2576Kha)

hAPP695 
(K670N/M671L)

Промотор гена прионного 
белка хомяка

7–8 мес.: кора
11–13 мес.: гиппокамп, 
мозжечок

 [16]

Tg-SwDI
(C57BL/6-Tg(Thy1-
APPSwDutIowa) 
BWevn/Mmjax)

hAPP770 
(K670N/M671L)
hAPP770 (E693Q) 
hAPP770 (D694N)

Промотор Thy1 мыши
3 мес.: кора, гиппокамп
6 мес.: обонятельные 
луковицы, таламус

 [17]

3хTg
(B6;129-
Tg(APPSwe,tauP301L)1L
faPsen1tm1Mpm/Mmjax)

hAPP (K670N/M671L)
hMAPT (P301L)
mPsen1 (M146V)

Промотор Thy1 мыши 
(APP, MAPT),
промотор Psen1 мыши

6 мес.: кора, гиппокамп
12 мес.: гиппокамп  [18]

APPswe/PS1dE9
(B6;C3-
Tg(APPswe,PSEN1dE9)85
Dbo/Mmjax)

Mo/HuAPP 
(K670N/M671L)
hPSEN1 ΔE9

Промотор гена прионного 
белка мыши

5–6 мес.: кора,
гиппокамп  [19]

5xFAD
(B6SJL-
Tg(APPSwFILon,PSEN1
*M146L*L286V)6799Vas/
Mmjax)

hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717I) hAPP 
(I716V) hPSEN1 
(M146L)
hPSEN1(L286V)

Промотор Thy1 мыши

2 мес.: кора, основание 
гиппокампа
4 мес.: спинной мозг
6 мес.: гиппокамп,
таламус, обонятельные 
луковицы, основание 
мозга

 [20]

J20
(B6.Cg-Zbtb20Tg(PDGFB-

APPSwlnd)20Lms/2Mmjax)

hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717F)

Промотор гена фактора 
роста тромбоцитов-β 
(PDGF-β)

5–8 мес.: кора,
гиппокамп  [21]

APPPS1
(B6.Cg-Tg(Thy1-
APPSw,Thy1-
PSEN1*L166P)21Jckr)

hAPP (K670N/M671L)
hPSEN1 (L166P) Промотор Thy1 мыши

6 недель: кора
2–3 мес.: гиппокамп
3–5 мес.: стриатум,
таламус

 [22]

PS/APP hAPP (K670N/M671L)
hPSEN1 (M146L)

Промотор гена прионного 
белка хомяка,
промотор гена фактора 
роста тромбоцитов-β 
(PDGF-β)

6 мес.: кора, гиппокамп
12 мес.: стриатум,
таламус, ствол мозга

 [23–25]

PS2Tg2576 hAPP (K670N/M671L)
hPSEN2 (N141I)

Промотор гена прионного 
белка хомяка,
промотор гена β-актина 
курицы

2–3 мес.: кора,
гиппокамп  [26]
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тацию (K670N/M671L), также клонировали в век-
тор MoPrP.Xho между экзонами 2 и 3 PrP [19].
Каждый трансген экспрессируется под контро-
лем промотора прионоподобного белка мыши.
Этот промотор активен в эмбриональном разви-
тии, у взрослых животных он обеспечивает экс-
прессию трансгена преимущественно в астроцитах
и нейронах центральной нервной системы [31].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Лабораторные животные. В работе использо-

вали сублинию мышей APPswe/PS1dE9/Blg,
полученную от скрещивания мышей B6;C3-
Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax (#034829-JAX)
с мышами дикого типа C57Bl6J/ChG. Линия
C57Bl6J/ChG получена из питомника Charles River
UK и поддерживалась в качестве обособленной
колонии в условиях беспатогенного вивария
ИФАВ РАН в течение 7 лет. Поддержание и раз-
множение колонии проводили путем скрещива-
ния трансгенных животных с животными дикого
типа из тех же пометов.

Экспериментальных и контрольных животных
содержали в условиях беспатогенного вивария
Белгородского государственного национального
исследовательского университета (НИУ БелГУ) в
условиях искусственно регулируемого светового
дня (12 ч день и 12 ч ночь) при температуре +22–
26°C со свободным доступом к корму и воде.

Генотипирование трансгенных животных. Ге-
номную ДНК получали из биопсийного материа-
ла уха (около 30 мг ткани). Материал помещали в

лизирующий раствор, содержащий 100 мМ NaCl,
50 мМ Трис-HCl (pH 8.0), 2 мМ EDТА и 2 мг/мл
протеиназы К, и инкубировали при 55°С в тече-
ние 12–16 ч после чего реакционную смесь про-
гревали при 85°С в течение 40 мин. Лизат центри-
фугировали в течение 1 мин при 10000 g, 1 мкл су-
пернатанта использовали в качестве матрицы в
реакции ПЦР [32].

Праймеры. Использовали праймеры, предло-
женные Jankowsky и соавт. [19], амплифицирую-
щие одновременно участок трансгенной кассеты
(при ее наличии) и участок геномной ДНК мыши.
В реакции использовали смесь из трех праймеров:
общий обратный праймер PrP_rev (5'-GTG GAT
ACC CCC TCC CCC AGC CTA GAC C), гомоло-
гичный последовательности гена PrP в геноме
мыши и в составе трансгенной кассеты; прямой
праймер PrP_for (5'-CCT CTT TGT GAC TAT
GTG GAC TGA TGT CGG), гомологичный
участку геномного PrP мыши, удаленного из век-
тора MoPrP.Xho; специфические прямые прай-
меры PS1 (5'-CAG GTG GTG GAG CAA GAT G)
и APP (5'-CCG AGA TCT CTG AAG TGA AGA
TGG ATG), гомологичные последовательностям
генов мутантных белков в составе трансгенной
кассеты. Реакционная смесь содержала 1× Taq
Turbo буфер (“Евроген”, Россия), по 0.2 мМ каж-
дого dNTP (“Евроген”), 0.5 мкМ каждого прямо-
го праймера и 1 мкМ общего обратного праймера,
2 ед. HS Taq-ДНК-полимеразы (“Евроген”). Про-
грамма амплификации: 1 цикл – 95°C, 3 мин;
30 циклов – 95°C, 20 с; 55°C (АPP) или 65°C
(PS1), 20 с; 72°C, 20 с; 1 цикл – 72°C, 2 мин.

mThy1-hAβPP751 hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717I) Промотор Thy1 мыши

3–6 мес.: кора
5–7 мес.: гиппокамп, 
таламус, обонятельные 
луковицы

 [27]

PLB1-triple

hAPP (K670N/M671L)
hAPP (V717I)
hMAPT (P301L)
hMAPT (R406W)
hPSEN1 (A246E)

Промотор CaMKII-α 
мыши (APP, MAPT),
промотор гена прионного 
белка мыши (PSEN1)

5–6 мес.: кора,
гиппокамп  [28]

knock-in APP
(AppNL–G–F)

Mo/HuAPP 
(K670N/M671L)
Mo/HuAPP (E693G)
Mo/HuAPP (I716F)

Промотор гена АРР мыши 2 мес.: кора
4 мес.: гиппокамп  [29]

knock-in AppNL–F 
Psen1P117L/WT

Mo/HuAPP 
(K670N/M671L)
Mo/HuAPP (I716F)
mPsen1 (P117L)

Промотор гена APP 
мыши,
промотор Psen1 мыши

3 мес.: кора
12 мес.: гиппокамп  [30]

Линия (JAX mice) Мутация Промотор Амилоидные бляшки 
(возраст) Ссылка

Таблица 1.  Окончание
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Продукты амплификации разделяли с помо-
щью электрофореза в 1.5%-ном агарозном геле в
1× ТАЕ буфере (40 мМ Трис-HCl, 20 мМ уксусная
кислота, 1 мМ EDТА, 0.5 мкг/мл бромистого эти-
дия) при 120 В в течение 30 мин.

Приготовление гистологических препаратов.
Животных подвергали терминальной анестезии,
мозг диссектировали и фиксировали в растворе
Карнуа (6 частей 96%-ного этилового спирта,
3 части хлороформа, 1 часть ледяной уксусной
кислоты) в течение ночи. Ткань дегидратировали,
используя последовательное проведение в рас-
творах этилового спирта с увеличивающейся кон-
центрацией: 75% 1 ч; 96% (I) 5 мин; 96% (II)
45 мин; 100% (I) 5 мин; 100% (II) 10 мин. Далее
последовательно инкубировали в течение 30 мин
в смеси 100%-ный этиловый спирт : хлороформ (1 : 1),
1 ч в хлороформе (I), оставляли на ночь в хлоро-
форме (II), после чего ткани пропитывали пара-
фином (три смены по 1 ч) при 60°С. Парафино-
вые блоки подготавливали на станции для заливки
Leica EG1160 (“Leica Biosystems”, ФРГ). Парафи-
новые срезы толщиной 8 мкм монтировали на
предметные стекла с полилизиновым покрытием.
Срезы депарафинизировали в течение 20 мин в
ксилоле, регидратировали, инкубируя последова-
тельно в этиловом спирте: 100% – 10 мин; 95% –
5 мин; 50% – 5 мин; далее трижды промывали в
деионизованной воде по 5 мин. Срезы окрашива-
ли раствором красителя Конго красный (0.5%
Конго красного в 50%-ном этиловом спирте) в те-
чение 5 мин и дифференцировали в растворе
0.2%-ного KOH в 80%-ном этиловом спирте в те-
чение 1 мин, промывали 3 раза по 5 мин в деиони-
зованной воде, заключали в среду на водной ос-
нове Immu-MountTM (“Thermo Scientific”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сублиния мышей APPSWE/PS1dE9/Blg полу-
чена от скрещивания животных B6;C3-

Tg(APPswe,PSEN1dE9)85Dbo/Mmjax на смешан-
ном генетическом фоне С3H/C57Bl6 с животны-
ми C57Bl6J/ChG. Для формирования репрезента-
тивных групп экспериментальных и контрольных
животных, синхронизированных по возрасту, сна-
чала получали нужное количество родственных
производителей. Гемизиготных по трансгенной
кассете мышей скрещивали с мышами дикого ти-
па на том же смешанном генетическом фоне, по-
лученными в предыдущих скрещиваниях. Потом-
ство генотипировали методом конвенционной
ПЦР с использованием одной пары специфич-
ных праймеров – либо на PSEN1, либо на АРР,
поскольку в геноме мыши обе трансгенные кассе-
ты локализованы в одном локусе на хромосоме 9.
Схематическое изображение положения прай-
меров для амплификации трансгенной кассеты
представлено на рис. 1. Пример генотипирова-
ния по каждой из трансгенных кассет приведен
на рис. 2.

Встраивание двух трансгенных кассет в один
локус в геноме мышей, показанное в [19], позво-
ляет проводить генотипирование лишь по одной
из трансгенных кассет. Результаты проведенного
нами генотипирования подтверждают присут-
ствие обеих трансгенных кассет в нескольких по-
колениях животных. Таким образом, для геноти-
пирования мышей линии APPswe/PS1dE9/Blg
можно проводить ПЦР с праймерами к одному из
трансгенных векторов. При этом мы рекоменду-
ем подтверждать присутствие обеих трансгенных
кассет в генотипах мышей после окончательного
формирования экспериментальных и контроль-
ных групп животных в каждом третьем–четвер-
том поколении.

Для формирования экспериментальных групп
мышей APPswe/PS1dE9/Blg скрещивали с особя-
ми дикого типа из предыдущих пометов. Нами не
выявлено значительных различий в выживаемо-
сти трансгенных животных и животных дикого
типа в тех же пометах. Так, анализ результатов ге-

Рис. 1. Схема положения праймеров для детекции трансгенных кассет, содержащих кДНК гена белка-предшественника
амилоида со шведской мутацией (Mo/Hu APPswe) (а) и кДНК гена пресенилина 1 человека с делецией экзона 9 (PS1ΔE9)
в геноме мышей APPswe/PS1dE9 (б). Обе кассеты расположены в одном локусе на хромосоме 9 и экспрессируются
каждая под собственным промотором гена прионного белка мыши (PrP). Прямой праймер PrP_for гомологичен участ-
ку эндогенного прионного белка мыши. Обратный праймер PrP_rev гомологичен последовательности эндогенного
PrP и последовательности гена PrP в составе трансгенной кассеты. Прямые праймеры APP и PS1 специфично узна-
ют последовательность внутри соответствующих трансгенных кассет. Обозначения: PrP1 – экзон 1, PrP2 – экзон 2,
PrP3 – экзон 3, стрелками обозначены прямые и обратный праймеры.

а б

PrP PrP PrP
�E9

PrP PrP PrP
1 12 23 3

Mo/Hu
APPswe

PrP_for APP PrP_rev PrP_for PS1

PS1

PrP_rev
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нотипирования 315 мышей показал, что транс-
генную кассету имели 52.4% потомков, 47.6% не
имели модификации генома.

Нами сформированы пары производителей,
состоящие из трансгенных самок и самцов дикого
типа и пары из трансгенных самцов и самок дикого
типа. Возраст животных-производителей 2–4 мес.
Анализ фертильности самок APPswe/PS1dE9/Blg
показал, что из общего числа ссаженных самок
фертильными оказались 74%, тогда как среди са-
мок дикого типа фертильными были 84%. Пересчет
общего количества рожденных потомков на одну
самку показал, что и самки APPswe/PS1dE9/Blg,
и самки дикого типа рожают одинаковое число
потомков (табл. 2).

Нами показано, что показатели выживаемости и
фертильности у животных линии APPswe/PS1dE9/Blg
не отличаются существенно от показателей у кон-
трольных животных дикого типа. Полученные
нами данные позволяют планировать формиро-
вание пар производителей для составления экс-
периментальных групп животных и получения
расчетного числа трансгенных животных в экспе-
риментальных когортах.

Отличительной особенностью включений
амилоидного типа является кросс-β-структура
белка в их составе, обеспечивающая связывание
со специфическими красителями, к которым от-
носятся Конго красный и тиофлавин S [2]. Сроки
регистрации дебюта патогистологических при-
знаков церебрального амилоидоза в мозге мышей
APPswe/PS1dE9 и динамика прогрессии нейроде-
генеративного процесса, полученные в разных
лабораториях, несколько различаются. Наиболее
часто патологию, уже широко распространенную
в гиппокампе и коре головного мозга, выявляют в
возрасте 6 мес. [33]. Данные о прогрессии амило-
идоза различаются в зависимости от метода ана-
лиза, размера амилоидных включений (подсчет
только крупных или средних и мелких включе-
ний), использования поправки Аберкромби для
нивелирования возможности подсчета одного и
того же включения на нескольких серийных сре-
зах, от способов окрашивания тканей – исполь-
зование специальных красителей (Конго крас-
ный или тиофлавин S) или антител к бета-амило-
иду, а также от способа анализа окрашенных
срезов – детекции включений только в диапазоне
определенных длин волн или с дополнительным
использованием поляризованного света [4, 34, 35].
Исключительно важной представляется задача
подробной характеристики данной сублинии для
ее использования в качестве модельной системы
церебрального амилоидоза.

Нами проведен гистологический анализ мозга
мышей APPswe/PS1dE9/Blg в возрасте 5.5 и
10 мес. Принцип формирования групп срезов для
морфометрического анализа включений пред-
ставлен на рис. 3.

Для оценки числа амилоидных включений в гип-
покампе и коре мозга мышей APPswe/PS1dE9/Blg
срезы полушария головного мозга окрашивали
красителем Конго красным (рис. 4). Показано,
что уже в возрасте 5.5 мес. в коре и гиппокампе
трансгенных животных обнаруживаются как
мелкие и средние, так и крупные амилоидные
включения. В возрасте 10 мес. наблюдается уве-
личение числа и размера агрегатов в мозге транс-
генных мышей. В мозге контрольных животных
дикого типа включения амилоида не обнаружи-
ваются. Согласно опубликованным данным, са-
мыми старыми животными APPswe/PS1dE9, у ко-

Рис. 2. Детекция трансгенных кассет в геноме мышей
APPswe/PS1dE9/Blg методом ПЦР. Все образцы со-
держат продукт амплификации (750 п.н.) гена прион-
ного белка мыши в качестве эндогенного контроля.
Животные дикого типа (ДТ) содержат только фрагмент
750 п.н. У трансгенных животных APPswe/PS1dE9/Blg
(1 и 2) появляется дополнительный фрагмент разме-
ром 1.3 т.п.н. после амплификации последовательно-
сти мутантного гена PSEN1 или фрагмент размером
400 п.н. после амплификации последовательности му-
тантного APP. Маркер 100+ п.н. (“Евроген”).

M 1 12 2ДТ ДТ

PS1 APP

Таблица 2. Фертильность самок при получении трансгенных животных

Самки-производители Ссаженные самки, 
всего

Не забеременевшие 
самки Потомки

Среднее число 
потомков в одном 

помете

APPswe/PS1dE9/blg 35 9 140 5.38
Дикий тип 38 6 175 5.47
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торых изучено образование амилоидных включе-
ний, были животные в возрасте 24 мес. [33].

Нами определена скорость образования пато-
логических агрегатов Аβ в коре и гиппокампе
трансгенных APP/PS1 и контрольных мышей в
возрасте 5.5 и 10 мес. (табл. 3).

БА у человека может развиваться в течение де-
сятилетий до момента появления первых симпто-
мов. Нами оценена прогрессия агрегации Аβ в
гиппокампе и коре у молодых трансгенных мы-
шей (5.5 мес.) и у стареющих животных (10 мес.).
Число включений в гиппокампе стареющих жи-

вотных увеличивается почти в 5 раз и в 4 раза воз-
растает число агрегатов в коре (p < 0.0001, t-крите-
рий Стьюдента).

Полученные нами данные соотносятся с про-
веденными ранее экспериментами по подсчету
амилоидных бляшек в мозге трансгенных самцов
линии APPswe/PS1dE9 – на срезе животных в
возрасте 4 мес. в среднем обнаруживалось около
20 бляшек в коре и примерно пять бляшек в гип-
покампе, тогда как у животных в возрасте 10 мес.
количество включений увеличивалось примерно
в 4 раза в коре и в 2 раза в гиппокампе [4].

Рис. 3. Схема раскладки срезов мозга при подготовке гистологических препаратов. Из зоны мозга толщиной 400 мкм
формировали пять стекол, состоящих из 10 срезов, на каждое предметное стекло помещали каждый пятый срез мозга.
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Рис. 4. Гистологический анализ включений Aβ на срезах мозга трансгенных животных APPswe/PS1dE9/Blg и кон-
трольных животных дикого типа в возрасте 5.5 и 10 мес.; окраска Конго красным. Шкала измерений 200 мкм.
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Свою эффективность в качестве терапевтиче-
ского средства, снижающего уровень агрегиро-
ванной формы Aβ in vivo, показали инъекции
синтетических тетрапептидов HAEE и RADD.
Эти тетрапептиды специфически связываются с
сайтом EVHH в пептиде Aβ, что приводит к по-
давлению Zn-опосредованной димеризации и
позволяет снизить уровень амилоидных бляшек,
обнаруживаемых в коре и гиппокампе трансген-
ных животных APPswe/PS1dE9 в возрасте 7 мес.
[36]. Также экспериментально показано, что изо-
меризация остатка Asp7 и фосфорилирование
Ser8 в пептиде Aβ42 может препятствовать Zn-за-
висимой агрегации. Инъекции синтетического
пептида isoD7-pS8-Aβ42 с такими модифика-
циями приводили к статистически значимому
снижению числа амилоидных включений более
чем в 3 раза в мозге 8-месячных животных
APPswe/PS1dE9 (7.4 ± 2.8) по сравнению с группой
трансгенных животных без инъекции (28.7 ± 4.6)
[37]. Инъекции синтетического пептида pS8-Aβ42
с фосфорилированным остатком Ser8 также сни-
жали число агрегатов амилоидного типа в 1.5 ра-
за в гиппокампе 8-месячных трансгенных жи-
вотных APPswe/PS1dE9 (18.3 ± 0.94) по сравне-
нию с контрольными животными без инъекций
(28.7 ± 4.6) [38].

Таким образом, число агрегатов Аβ в мозге
трансгенных мышей линии APPswe/PS1dE9 яв-
ляется важным параметром, который следует
учитывать при поиске терапевтических стратегий
замедления прогрессии БА.

Работа выполнена при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования РФ, (соглаше-
ние № 075-15-2021-1346). Работы с животными
финансировались из средств Государственного
задания лаборатории генетических технологий и
генного редактирования для биомедицины и ве-
теринарии FZWG-2021-0016.

Работу с животными проводили в соответ-
ствии с “Правилами лабораторной практики в
Российской Федерации” от 1.04.2016 № 199н.
Проведение эксперимента утверждено на заседа-
нии этического комитета НИУ БелГУ от 8.02.2021,
протокол № 02.21-4.

Авторы сообщают об отсутствии конфликта
интересов.
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Alzheimer’s disease (AD) is the most common proteinopathy, which is accompanied by a steady decrease in the
patient’s cognitive functions with simultaneous accumulation of extracellular aggregates of amyloid β (Aβ) –
amyloid plaques in the brain tissues and associated with neuroinflammation and neurodegeneration. Unlike hu-
mans and all other mammals, rats and mice have three amino acid substitutions in Aβ and do not reproduce the
Alzheimer’s pathology. However, the appearance of amyloid plaques is observed in the brains of transgenic mice
with the overexpression of human Aβ, which makes it possible to widely use these transgenic animals in biomed-
icine for the manifestation of AD. Transgenic mouse line APPswe/PS1dE9 is a widely used animal model for
the study of the molecular mechanisms of AD. In this paper we provide a detailed description of the
APPswe/PS1dE9/Blg subline of animals obtained by crossing APPswe/PS1dE9 mice on a CH3 genetic back-
ground with C57Bl6/Chg animals. We have shown no difference in parameters of offspring’s survival and fertil-
ity of this line compared to wild-type control animals. Histological analysis of the brain of APPswe/PS1dE9/Blg
line confirmed the main neuromorphological feature of AD with the progression in number and size of amyloid
plaques during aging. Thus, APPswe/PS1dE9/Blg line is a convenient model in the search for therapeutic strat-
egies for AD.
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