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Введение. Болезнь Альцгеймера (БА) является хроническим нейродегенеративным заболеванием, приводящим к нейропсихиатрическим расстройствам 
и угнетению познавательной деятельности. Ряд исследований демонстрируют важную роль митоген-активированного протеинкиназного (MAPК)-
пути и инфламмасом NLRP3 в нарушении метаболизма β-амилоида и резистентности к инсулину при БА.
Цель исследования – изучение экспрессии NLRP3 на клетках нейрональной и глиальной природы, а также MAPK на нейронах в миндалине головного 
мозга у животных с экспериментальной БА.
Материалы и методы. Объекты исследования: 1) мыши линии CD1 (самцы, возраст 4 мес), из которых сформировали две группы – опытную (интрагиппо-
кампальное введение β-амилоида) и контрольную (ложнооперированные животные); 2) мыши с генетической моделью болезни Альцгеймера – животные линии 
B6SLJ Tg (APPSwFlLon, PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas (самцы, возраст 12 мес) и контрольная по отношению к ним группа – мыши линии C57BL/6xSJL (сам-
цы, возраст 12 мес). Методом иммуногистохимии на свободноплавающих срезах изучали экспрессию NLRP3 и MAPK в клетках миндалины головного мозга.
Результаты. У животных с генетической моделью БА выявлено статистически значимое (р=0,043) повышение клеток NeuN/NLRP3+ в миндалине 
головного мозга (29,05±2,67) по сравнению с животными контрольной группы (17,10±1,95). При моделировании нейродегенерации наблюдалась аналогич-
ная картина при p=0,021. Интрагиппокампальное введение β-амилоида у животных вызывало статистически значимое снижение экспрессии MAPK в 
нейронах миндалины (5,97±0,66) по сравнению с ложнооперированными животными (13,25±2,65) (р=0,018). Сходная ситуация отмечалась у животных 
с генетической моделью БА при р=0,031.
Заключение. У животных с экспериментальной БА наблюдалось повышение экспрессии инфламмасом NLRP3 на нейронах, но не астроцитах, на фоне 
снижения экспрессии MAPK на нейронах в миндалине, что свидетельствует о сопряжении воспалительного процесса и нарушений инсулин-сигнальных 
механизмов в мозге при нейродегенерации. 
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Introduction. Alzheimer's disease is a chronic neurodegenerative disease that leads to neuropsychiatric disorders and decrease in cognitive activity. A number 
of studies demonstrate the important role of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway and inflamasome NLRP3 in disturbing the metabolism of 
β-amyloid and insulin resistance in Alzheimer's disease.
Objective. To study the expression of NLRP3 on cells of neuronal and glial nature, as well as MAPK on neurons in the amygdala of animals with experimental 
Alzheimer's disease.
Material and methods. Subjects of the study were: 1) CD1 mice (males, 4 months old) divided in 2 groups, the experimental group (intra-hippocampal 
intjection of β-amyloid) and the control group (sham-operated animals); mice with a genetic model of Alzheimer’s disease, the B6SLJ-line Tg (APPSwFlLon, 
PSEN1*M146L*L286V) 6799Vas (males, 12 months old) and the corresponding control group, C57BL/6xSJL mice (males, 12 months old). Immunohistochemistry 
on free-floating sections was used to study the expression of NLRP3 and MAPK in the brain amygdala. 
Results. It was found that NeuN/NLRP3-positive cells were increased in animals with a genetic model of Alzheimer's disease in the amygdala (29.05±2.67) 
compared with the control animals (17.10±1.95) (p=0.043). A similar picture was observed in β-amyloid-induced neurodegeneration (p=0.021). Intra-hippocampal 
injection of  β-amyloid caused the decrease of MAPK expression in the amygdala neurons (5.97±0.66) compared with sham-operated animals (13.25±2.65) 
(p=0.018). A similar situation was observed in animals with a genetic model of Alzheimer's disease (p=0.031).
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ний, в частности, БА [11]. Активация инфламмасом вызы-
вает повышение экспрессии цитокинов (интерлейкин-1β 
и интерлейкин 18), которые ингибируют инсулиновые 
рецепторы (IR), участвующие в регуляции инсулин/IGF 
сигнализации в головном мозге, что приводит к снижению 
чувствительности клеток к инсулину и, как следствие, раз-
витию церебральной инсулинорезистентности [12].

В связи с вышесказанным целью настоящей работы яви-
лось изучение экспрессии NLRP3 на клетках нейрональ-
ной и глиальной природы, а также MAPK на нейронах в 
миндалине головного мозга у животных с эксперименталь-
ными моделями БА.

Материалы и методы

1. Моделирование Аβ-индуцированной нейродегенерации
Исследования проводились на мышах линии CD1 (самцы, 
возраст 4 мес), из которых были сформированы 2 группы: 
опытная группа (введение Аβ1-42 в зону гиппокампа CA1) 
и контрольная группа (ложнооперированные животные – 
введение фосфатно-солевого буфера как растворителя для 
Аβ). Животных содержали в клетках в стандартных услови-
ях – регулярное световое освещение, беспрепятственный 
доступ к воде и корму, постоянная температура 21±1°С. 
Исследования на животных проводили в соответствии с 
соблюдением принципов гуманности, изложенных в Ди-
рективе Европейского сообщества (2010/63/ЕС). 

Эксперименты проводили после одобрения локальным 
этическим комитетом ФГБОУ ВО «Красноярский государ-
ственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно- 
Ясенецкого».

Моделирование нейродегенерации с последующим иссле-
дованием признаков БА проводили в соответствии с мето-
дикой, которая была представлена нами ранее [13.]

2. Генетическая модель БА
В качестве генетической модели БА исследовались мыши 
линии B6SLJ Tg (APPSwFlLon, PSEN1*M146L*L286V) 
6799Vas, самцы в возрасте 12 мес (n=10). Контрольная груп-
па для этой серии экспериментов – мыши линии C57BL/6 x 
SJL, самцы в возрасте 12 мес (n=10). Данные линии мышей 
получены из The Jackson Laboratory.

3. Иммуногистохимическое исследование 
Исследование экспрессии маркеров проводили мето-
дом непрямой иммуногистохимии для свободно плаваю-
щих срезов [14] согласно методике, представленной нами 
ранее [13]. В качестве первичных антител использова-
ли MAPK (Sigma-Aldrich, M5670, rabbit) 1:1000, NLRP3 
(Abcam, ab51952, goat) 1:1000, NeuN (Abcam, ab90, guinea 
pig polyclonal) 1:1000, GFAP (Santa cruz, sc-58766, mouse 

Введение

Болезнь Альцгеймера (БА) является прогрессирующим 
нейродегенеративным заболеванием, приводящим к угне-
тению познавательной деятельности, нейропсихиатриче-
ским расстройствам, инвалидности и в конечном итоге к 
преждевременной смерти [1]. Отличительными нейропа-
тологическими чертами БА, выявленными как на моделях 
на животных (мыши), так и постмортально в головном 
мозге пациентов с БА, являются диффузные амилоидные 
бляшки, которые часто окружены внутриклеточными ней-
рофибриллярными клубками, образованными гиперфос-
форилированным тау-белком [2, 3]. Кроме того, в части 
случаев БА обнаружены доминантные мутации гена белка 
предшественника β-амилоида (APP) и гена пресенилина 1 и 
2 (PSEN1 и PSEN2), которые кодируют компоненты гамма-
секретазы, приводящие к раннему развитию БА [4].

На сегодняшний день не существует лекарственных препа-
ратов, позволяющих воздействовать на механизмы нейро-
дегенеративного процесса при БА. В дополнение к этому 
дифференциальная диагностика нейродегенеративных за-
болеваний в настоящее время также затруднена, особенно 
на доклинических стадиях. Поэтому целенаправленный 
поиск биомаркеров, которые играют важную роль в диа-
гностике БА и оценке тяжести заболевания [5], даст воз-
можность разработать более эффективную стратегию лече-
ния уже на ранней стадии развития заболевания.

Как известно, инсулин выполняет уникальные немета-
болические функции в головном мозге, в частности, свя-
занные с эндотелиальными клетками и гематоэнцефали-
ческим барьером, а также с поведенческими эффектами и 
когнитивной сферой [6]. Известно, что неметаболическое, 
пролиферативное и митогенное действие инсулина опо-
средуется в основном митоген-активированной протеин-
киназой (MAPК) [7]. Многочисленные работы показали 
важную роль инсулин-сигнальной трансдукции и эффек-
тов инсулина в прогрессировании БА [8, 9].

Ряд исследований демонстрирует важную роль МАРК-пути 
в нарушении метаболизма β-амилоида (Аβ), тау-фосфори-
лировании, регулировании воспалительных реакций и ре-
зистентности к инсулину при БА [6, 8]. Так, при введении в 
культуру клеток (нейронов) сублетальной концентрации Аβ 
происходит ингибирование МАРК/ERK и PI3K/Akt-путей, 
что приводит к митохондриальной дисфункции, секреции 
провоспалительных цитокинов и гибели нейронов [10]. 

На данный момент собрано большое количество экспе-
риментальных данных, доказывающих развитие опосре-
дованного воспаления при расстройствах ЦНС. Так, было 
показано, что инфламмасомы NLRP3 играют важную па-
тогенную роль в развитии нейровоспалительных заболева-

Conclusion. Increase of expression of inflammasomes NLRP3 was observed on neurons, but not astrocytes, in animals with experimental Alzheimer's disease. We 
found a decrease of the expression of MAPK on neurons in the amygdala. This indicates coupling of the inflammatory process and the disturbances of insulin-
signaling mechanisms in the brain in neurodegeneration.

Keywords: MAPK, NLRP3, neuroinflammation, insulin resistance, Alzheimer's disease.
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monoclonal) 1:1000 с 3% BSA в PBS и 0,2% Triton X-100, вто-
ричных антител – Alexa Conjugated antibody в разведении 
1:1000. Изображения срезов головного мозга получали с 
использованием конфокального микроскопа Olympus FV 
10i. Подсчет клеток, экспрессирующих MAPK и NLRP3 на 
клетках нейрональной и астроглиальной природы, прово-
дили в миндалине, оценивая пять полей зрения. 

4. Статистический анализ 
Статистическая обработка полученных результатов прово-
дилась с помощью программы Stаtplus Professional, сборка 
5.9.8.5/Core v.5.9.33 методами непараметрической стати-
стики. Для сравнения показателей в независимых выборках 
применяли критерий Манна–Уитни, сравнение зависимых 
выборок осуществляли с помощью критерия Уилкоксона. 
Различия принимали значимыми при p≤0,05. Результа-
ты представлены в виде M±m, где М – среднее значение, 
m – ошибка среднего, p – уровень значимости.

Результаты

В ходе исследования экспрессии инфламмасом на клетках 
нейрональной и глиальной природы в норме и при экс-
периментальной БА в миндалине головного мозга было 

Рис. 1. Экспрессия NLRP3 на астроцитах в миндалине головного 
мозга животных разных экспериментальных групп
Двойное иммунофлуоресцентное окрашивание: экспрессия 
NLRP3+ клеток (красный), GFAP+клеток (зеленый), DAPI-ядра 
(голубой). Стрелки показывают ко-локализацию NLRP3 с GFAP 
(желтый) в миндалине в экспериментальных группах: А – жи-
вотные с генетической моделью болезни Альцгеймера (линия Tg 
6799); В – контрольная группа (линия C57BL/6); С – животные с 
интрагиппокампальныwм введением β-амилоида, D – ложноопе-
рированные животные. Увеличение ×10

Fig. 1. Expression of NLRP3 on astrocytes in the amygdala of the brain of 
animals from different experimental groups
Double fluorescence immunohistochemistry: expression of NLRP3 
(red), GFAP (green), DAPI (blue). The co-localization of NLRP3 with 
GFAP (yellow) in the amygdala in different experimental groups is shown 
with arrows: A – genetic model of Alzheimer's disease (line Tg 6799); B 
– control group (line C57BL/6); C – animals after intrahippocampal in-
troduction of β-amyloid; D – sham-operated animals. Magnification ×10

Рис. 2. Экспрессия NLRP3 на нейронах в миндалине головного мозга 
животных разных экспериментальных групп
Двойное иммунофлуоресцентное окрашивание: экспрессия 
NLRP3+ клеток (красный), NeuN+ клеток (зеленый), DAPI-ядра 
(голубой). Стрелки показывают ко-локализацию NLRP3 с NeuN 
(желтый) в миндалине головного мозга в экспериментальных 
группах: А – животные с генетической моделью болезни Альцгей-
мера (линия Tg 6799); В – контрольная группа (линия C57BL/6); 
С – животные с интрагиппокампальным введением β-амилоида; 
D – ложнооперированные животные. Увеличение ×10

Fig. 2. Expression of NLRP3 on neurons in the amygdala of the brain of 
animals from different experimental groups
Double fluorescence immunohistochemistry: expression of NLRP3 (red), 
NeuN (green), DAPI (blue). The co-localization of NLRP3 with NeuN 
(yellow) in the amygdala of animals from different experimental groups is 
shown with arrows. A – genetic model of Alzheimer's disease (line Tg 6799); 
B – control group (line C57BL/6); C – animals after intrahippocampal 
introduction β-amyloid; D – sham-operated animals. Magnification ×10

определено количество GFAP-иммунопозитивных астро-
цитов, экспрессирующих инфламмасомы NLRP3. Так, у 
животных с генетической моделью БА количество GFAP/
NLRP3+ клеток составило 13,55±2,01, что статистиче-
ски достоверно не отличалось от показателей животных 
контрольной группы – 10,25±1,75 (р=0,731) (рис. 1). При 
этом экспрессия GFAP+ клеток также статистически зна-
чимо не изменялась у животных с генетической моделью 
БА (18,20±3,25) по сравнению с животными контрольной 
группы (14,50±1,78) (р=0,172).

Не было выявлено различий в экспрессии GFAP/NLRP3+ 
клеток при проведении ложной операции 5,2±0,82 и 
при моделировании Аβ-индуцированной БА 6,56±1,33 
(р=0,645). Одновременно с этим, моделирование БА не 
оказывало значимого влияния (р=0,438) на экспрессию 
GFAP+ клеток (11,63±1,97) по сравнению с ложноопери-
рованными животными (9,55±1,07) (р=0,616) (рис. 1).  

Иная картина наблюдалась при исследовании экспрессии 
инфламмасом NLRP3 на зрелых гранулярных нейронах. 
У животных с генетической моделью БА выявлено стати-
стически значимое (р=0,043) повышение NeuN/NLRP3+ 
клеток в миндалине головного мозга (29,05±2,67) по срав-

А АDAPI DAPIGFAP NeuNNLRP3 MAPKMERGE MERGE

B B

C C

D D
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нению с животными контрольной группы (17,10±1,95) 
(рис. 2). Моделирование нейродегенерации путем интра-
гиппокампального введения Аβ вызывало статистически 
значимое увеличение количества NeuN+/NLRP1+ клеток 
в миндалине (34,90±4,03) по сравнению с ложноопериро-
ванными животными (19,09±2,01) (p=0,021) (рис. 2).

При изучении уровня экспрессии MAPK после модели-
рования Аβ-индуцированной нейродегенерации выявле-
но статистически значимое снижение экспрессии MAPK 
в зрелых гранулярных нейронах в миндалине головного 
мозга (5,97±0,66) по сравнению с ложнооперированными 
животными (13,25±2,65) (р=0,018) (рис. 3). У животных с 
генетической моделью БА также отмечалось статистически 
значимое снижение экспрессии MAPK в зрелых грану-
лярных нейронах в миндалине (5,05±0,90) по сравнению с 
контрольной группой (12,25±1,13) (р=0,031) (рис. 3).

Обсуждение 

Хроническое осаждение Аβ стимулирует активацию клеток 
микроглии и провоспалительных цитокинов, что наблюда-
ется при развитии БА [15]. Одними из главных медиаторов 

Рис. 3. Экспрессия MAPK на нейронах в миндалине головного мозга 
животных разных экспериментальных групп
Двойное иммунофлуоресцентное окрашивание: экспрессия 
MAPK+ клеток (красный), NeuN+клеток (зеленый), DAPI-ядра 
(голубой). Стрелки показывают ко-локализацию MAPK с NeuN 
(желтый) в миндалине головного мозга в экспериментальных 
группах: А – животные с генетической моделью болезни Альцгей-
мера (линия Tg 6799); В – контрольная группа (линия C57BL/6); 
С – животные с интрагиппокампальным введением β-амилоида; 
D – ложно-оперированные животные. Увеличение ×10

Fig. 3. Expression of MAPK on neurons in the amygdala of the brain of 
animals from different experimental groups
Double fluorescence immunohistochemistry: expression of MAPK (red), 
NeuN (green), DAPI (blue). The co-localization of MAPK with NeuN 
(yellow) in the amygdala of animals from different experimental groups is 
shown with arrows. A – genetic model of Alzheimer's disease (line Tg 6799); 
B – control group (line C57BL/6); C – animals after intrahippocampal 
introduction β-amyloid; D – sham-operated animals. Magnification ×10

воспаления, которые вносят свой вклад в развитие широко-
го спектра сосудистых, метаболических и неврологических 
заболеваний, являются некоторые цитокины – интерлей-
кины ИЛ-1α, ИЛ-1β и ИЛ-18 [16]. Секреция провоспали-
тельных цитокинов регулируется каспазой-1, активность 
которой в свою очередь контролируется инфламмасомами 
NLRP3 [17].

Ранее у NLRP3- и каспаза-1-нокаутных мышей с генетиче-
скими мутациями, связанными с развитием семейной фор-
мы БА, было выявлено отсутствие нарушений простран-
ственной памяти и других осложнений, наблюдаемых при 
БА, а также показано сокращение активности каспазы-1 и 
интерлейкина-1β на фоне снижения отложения Аβ [18].

Нейроны экспрессируют инфламмасомы in vivo и in vitro 
в ответ на острую травму, травму мозга, стресс и в моде-
лях нейровоспаления и нейродегенеративных заболева-
ний на животных. Так, показано, что при БА наблюдалось 
25–30-кратное увеличение экспрессии иммунопозитив-
ных нейронов, экспрессирующих инфламмасомы NLRP1 
[19]. В дополнении к этому увеличение NLRP1/NeuN+ 
клеток наблюдается и у трансгенных мышей APPswe/
PS1dE9 [20]. Кроме того, введение в культуру клеток (ней-
ронов) β-амилоида индуцирует NKRP1-опосредованный 
пироптоз (вид программируемой некротической гибели 
клетки, при котором в результате активации каспазы-1 
происходит нарушение целостности плазматической 
мембраны и быстрое высвобождение наружу содержимо-
го клетки) [21].

Астроциты также способны экспрессировать ИЛ-1β, 
NLRP1, NLRP3, NLRP4 in vivo и in vitro, что может спо-
собствовать развитию воспалительного при нейродегене-
ративных заболеваниях [22, 23]. У пациентов со споради-
ческой формой БА наблюдалось значительное повышение 
уровня экспрессии NLRP4 в астроцитах, что в свою оче-
редь способствует развитию воспаления, окислительного 
стресса, апоптоза и, как следствие, прогрессированию за-
болевания. Кроме того, пальмитат (насыщенная жирная 
кислота, являющаяся главным компонентом диеты с высо-
ким содержанием жиров) индуцирует активацию NLRP4 и 
экспрессию ИЛ-1β в культуре астроцитов [24].

Астроциты играют важную роль в защите от окислитель-
ного стресса в головном мозге, что напрямую связано с 
активацией инфламмасом. Так, нарушение расщепления 
белка 2, который регулирует производство активных форм 
кислорода, приводит к запуску воспалительного процесса 
через активацию инфламмасома NLRP3 на фоне увеличе-
ния астроцитов [25].

В связи с вышесказанным наблюдаемое нами у животных 
с экспериментальной БА повышение экспрессии инфлам-
масом NLRP3 на зрелых гранулярных нейронах, но не на 
астроцитах, свидетельствует об активации воспалительно-
го процесса, инициация которого знаменуется вовлечени-
ем в патологический процесс преимущественно нейронов. 
Тем самым провоцируется запуск каскада патологических 
реакций, приводящих к окислительнуму стрессу, митохон-
дриальной дисфункции, гибели нейронов и, как следствие, 
прогрессированию заболевания.

Резистентность к инсулину характеризуется хронической 
гиперинсулинемией на периферии, снижением уровня ин-
сулина в головном мозге, а также патологическими изме-

А DAPI NeuNMAPK MERGE
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ингибированию оксидативного стресса и увеличению 
антиоксидантной активности, тем самым подавляя ней-
ротоксический эффект Аβ, что находит свое отражение в 
улучшении памяти у животных [32].

Таким образом, выявленное нами снижение интенсивно-
сти экспрессии MAPK в клетках нейрональной природы 
в миндалине головного мозга у животных с эксперимен-
тальной БА может быть следствием нарушения инсулин-
сигнальных механизмов в головном мозге, которые реа-
лизуются по MAPK-пути [33]. Это приводит к нарушению 
пролиферации, дифференцировки и выживания нейронов 
с последующим развитием нейровоспаления, что отража-
ется в ярко выраженных деструктивных изменениях про-
цессов обучения и запоминания.
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нениями активности инсулина. Как известно, инсулин мо-
дулирует не только периферический метаболизм глюкозы, 
но и нормальное функционирование головного мозга, по-
этому дисрегуляция инсулина, наблюдаемая при ожирении 
и сахарном диабете, оказывает негативное воздействие на 
функции мозга [26]. Согласно последним исследованиям, 
резистентность к инсулину повышает риск развития дефи-
цита памяти и БА [27, 28].

Потенциальные механизмы, связывающие резистентность 
мозга к инсулину с патогенезом БА, включают деструк-
тивные изменения в обработке белка-предшественника 
β-амилоида, нарушения инсулин-сигнальной трансдук-
ции, приводящих в конечном итоге к дисфункции нейро-
нов, синапсов и клеточной токсичности, а также окисли-
тельному стрессу и воспалению [29].

Механизм инсулин-сигнальной трансдукции через ин-
сулиновые рецепторы реализуется по двум сигнальным 
путям, а именно: фосфатидилинозитол 3-киназный путь 
(PI3K/Akt-путь) и митоген-активируемый протеинкиназ-
ный путь (МАРК-путь). При этом, МАРК-путь в первую 
очередь регулирует неметаболические эффекты инсу-
лина, такие как рост клеток, их пролиферацию, диффе-
ренциацию и выживание [30]. Кроме того, MAPK имеет 
ключевое значение в обучении и памяти [31]. Установле-
но, что инъекционное введение рутина животным с экс-
периментальной БА приводит к активации МАРК-пути, 
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