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ВВЕДЕНИЕ

Прионный белок (PrPc) – мембранный глико�
протеин, наиболее высокая концентрация кото�
рого выявлена на поверхности нейронов, хотя его
могут синтезировать и многие другие клетки ор�
ганизма. Резкое изменение конформации прион�
ного белка, приводящее к формированию бета�
складчатой структуры и отложениям депозитов
нерастворимой формы белка (PrPSc), служит при�
чиной группы заболеваний различной этиологии,
называемых прионными болезнями [1]. Также из�
вестно о его связи с болезнью Альцгеймера, при�
чем различные исследования свидетельствуют
как о патогенной, так и о протективной роли PrPc

в развитии болезни. Было показано, что при пато�
логии агрегаты прионного белка часто соседству�
ют с бляшками бета�амилоида – 40–42�членного
пептида, растворимые олигомеры и нераствори�

мые агрегаты которого считают основным нейро�
токсическим агентом болезни Альцгеймера [2–4].
С другой стороны, установлена способность PrPc

ингибировать гамма�секретазу BACE1, расщеп�
ляющую белок�предшественник бета�амилоида
АРР, и тем самым препятствовать продукции бе�
та�амилоидных пептидов [5]. Предполагают, что
протективная способность присуща только одно�
му генетически определенному варианту белка, а
полиморфизм нуклеотидной последовательности
ДНК, приводящий к замене аминокислотного
остатка Met на остаток Val в 129 положении белка
PrPc, является фактором риска в развитии болез�
ни Альцгеймера [6, 7]. Причина патогенной роли
PrPc до недавнего времени оставалась невыяснен�
ной. Установлено, что нормальный прионный бе�
лок является одной из мембранных мишеней бета�
амилоида [8]. В опытах in vitro показано высокоаф�
финное связывание синтетических растворимых
олигомеров бета�амилоида с участком 95–110
мембранного PrPc. Введение моноклональных ан�
тител, направленных к этому участку PrPc, приво�
дит к восстановлению когнитивных показателей у
трансгенных мышей с признаками болезни Альц�
геймера, по�видимому, в результате предотвраще�
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ния связывания агрегированной формы бета�
амилоида с прионом [9, 10]. Ранее нами был показан
протективный эффект как от активной иммуни�
зации мышей c экспериментально индуцирован�
ной формой болезни Альцгеймера пептидом 95–
123, так и от пассивного введения специфичных к
нему антител [11]. Протективные свойства проти�
вопептидных антител подтверждены также in vitro
в модели болезни Альцгеймера на культурах кле�
ток [12]. 

Необходимо подчеркнуть, что этот же участок
отвечает за превращение нормального белка PrPc

в его патогенную изоформу PrPSc [13–15]. В то же
время, установлено, что участок 95–123 прионно�
го белка не является единственным сайтом свя�
зывания с бета�амилоидом. В опытах in vitro с ис�
пользованием рекомбинантного приона с деле�
циями различных участков и перекрывающихся
синтетических фрагментов было показано, что в
связывании с олигомерами бета�амилоида участ�
вует также N�концевой фрагмент 23–27 или 23–
39 [16, 17]. 

Целью настоящей работы явилось изучение
терапевтического эффекта иммунизации живот�
ных с экспериментально индуцированной фор�
мой болезни Альцгеймера синтетическими пепти�
дами, соответствующими фрагментам N�концевой
части прионного белка, при этом оценивали со�
стояние пространственной памяти, биохимиче�
ские показатели и морфофункциональное состо�
яние мозга. Также для локализации участка, ответ�
ственного за протективную активность известного
пептида 95–123, были изучены свойства его двух
укороченных перекрывающихся фрагментов.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Фрагменты PrPc, выбранные в настоящей ра�
боте для синтеза и изучения, перечислены в
табл. 1. Пептиды 17–33 (I) и 23–33 (II) соответ�
ствуют фрагментам N�концевой неструктуриро�
ванной части белка PrPc [18]. Они включают уча�
сток 23–27 и частично перекрывают участок 23–39,
описанные в разных работах как сайт связывания
с бета�амилоидом [16, 17]. Известно, что в резуль�
тате посттрансляционных модификаций от моле�
кулы предшественника прионного белка отщеп�
ляется фрагмент из первых 22�х а.о., поэтому нами
был выбран для синтеза фрагмент, начинающийся
с 23 а.о. 23–33 (II), и более протяженный пептид
17–33 (I). В пептиде (I) в положении 19 находится
гидрофобный остаток Leu, а в положении 27 по�
ложительно заряженный остаток Lys, которые
формируют потенциальный Т�хелперный эпи�
топ, необходимый для индукции антител при им�
мунизации свободным пептидом [19]. Для лока�
лизации участка, ответственного за протективную
активность описанного ранее пептида 95–123
[11], были получены два перекрывающихся фраг�
мента этого пептида: 95–110 (III) и 101–115 (IV).

Пептиды были синтезированы твердофазным
методом с использованием Fmoc�производных
аминокислот. Степень гомогенности синтетиче�
ских пептидов была подтверждена данными ами�
нокислотного анализа, масс�спектрометрии,
ВЭЖХ и составляла более 95% (табл. 2). 

Влияние иммунизации синтетическими пеп�
тидами на состояние пространственной памяти
изучали на мышах линии NMRI, которым удаля�
ли обонятельные луковицы (бульбэктомирован�
ные мыши), в результате чего у мышей развива�
лись поведенческие, биохимические и морфоло�
гические изменения альцгеймеровского типа.
Данная модель, согласно литературным данным,
является валидной моделью спорадической фор�
мы болезни Альцгеймера [20–22]. Для индукции
антител мышей дважды иммунизировали пепти�
дом (I) или конъюгатами пептидов (II), (III) и (IV)
с гемоцианином улитки (KLH). Пептид (I) ис�
пользовали в свободном виде, так как он содер�
жит теоретически рассчитанный Т�хелперный
эпитоп, необходимый для индукции антител, а
пептиды (II), (III) и (IV), не содержащие потенци�

Таблица 1. Синтетические фрагменты прионного белка PrPc

Пептид Фрагмент Аминокислотная последовательность

(I) 17–33 SDLGLCKKRPKPGGWNT*

(II) 23–33 KKRPKPGGWNT

(III)   95–110 THSQWNKPSKPKTNMK

(IV) 101–115 KPSKPKTNMKHMAGA

* Подчеркнут потенциальный Т�хелперный эпитоп.

Таблица 2. Характеристики синтетических пептидов

Пептид Время 
удерживания*, мин М теор. М+Н

(I) 15.42 1857 1857

(II) 10.75 1268.5 1269

(III) 9.95 1913 1913

(IV) 9.47 1626 1627.6 

* Для аналитической ВЭЖХ этих пептидов (эксперим. часть).
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альных Т�эпитопов, для придания им иммуно�
генности конъюгировали с высокомолекулярным
носителем. Первую иммунизацию проводили до
операции бульбэктомии, а вторую – после нее.
Через 10 дней после второй иммунизации у мы�
шей отбирали кровь для определения титров про�
тивопептидных антител, а затем проводили обу�
чение животных в водном лабиринте Морриса и
тестировали состояние их пространственной па�
мяти. Все пептиды были способны стимулиро�
вать образование антител (табл. 3). Титры проти�
вопептидных антител измеряли индивидуально у
каждого животного, в таблице для каждого имму�
ногена приведен диапазон значений титров. Наи�
более высокие титры наблюдали в сыворотках
мышей, иммунизированных пептидами (I) и (II),
причем, пептид (I) был высокоиммуногенен в
свободном виде, а пептид (II) стимулировал обра�
зование антител в виде конъюгата с KLH. У жи�
вотных, иммунизированных KLH�конъюгатами
пептидов (III) и (IV), титры противопептидных
антител были существенно ниже, наиболее низ�
кий уровень антител индуцировал конъюгат пеп�
тида (III). 

Пространственную память оценивали по до�
стоверному превышению времени нахождения и
числа заходов мышей в сектор обучения над
остальными индифферентными секторами вод�
ного лабиринта Морриса. В качестве контроля
использовали неиммунизированных ложноопе�
рированных (ЛО) и бульбэктомированных (БЭ)
животных. Все контрольные БЭ мыши характе�
ризовались потерей пространственной памяти
(ни одно животное не выделяло сектор обуче�
ния), в то же время все контрольные ЛО мыши де�
монстрировали высокий уровень пространствен�
ной памяти и достоверно выделяли отсек обуче�
ния (рис. 1, 2). 

БЭ животные, иммунизированные пептидом (I)
или конъюгатами пептидов (II) и (IV), были спо�
собны выделять сектор обучения путем более
длительного нахождения в нем (рис. 1а, 2а). Эти
же животные не выделяли контрольный сектор
по числу заходов в него (рис. 1б, 2б). Данный факт
свидетельствует о том, что предпочтительной мо�
делью поведения обученных мышей является це�
левой заход в сектор обучения. Таким образом,
получены достоверные результаты, демонстриру�
ющие сохранение пространственной памяти у БЭ
мышей в результате иммунизации пептидами (I),
(II) и (IV). Иммунизация конъюгатом пептида
(III) не индуцировала защитного эффекта. БЭ
мыши, иммунизированные пептидом (III), не
были способны выделять отсек обучения ни по
времени нахождения в нем, ни по числу заходов в
данный сектор. Возможно, отсутствие активно�
сти у пептида (III) обусловлено его низкой имму�
ногенностью, защитный эффект пептидов (I), (II)
и (IV) согласуется с высокими титрами противо�

пептидных антител к данным иммуногенам в сы�
воротках животных (табл. 3). 

Наибольший интерес для создания средств те�
рапии представляет собой фрагмент (I), способ�
ный индуцировать протективный эффект в сво�
бодном виде. Иммунизация свободными пептида�
ми имеет ряд преимуществ перед иммунизацией
белковыми конъюгатами. В частности, известно,
что при конъюгации пептидов с белковыми носи�
телями образуется смесь различных продуктов, не
поддающихся химической характеристике. По�
этому дальнейшие исследования были направле�
ны на изучение эффекта иммунизации пептидом
17–33 (I), для сравнения использовали KLH�
конъюгат более короткого фрагмента 23–33 (II).

Морфофункциональный анализ состояния
нейронов в мозге животных показал (табл. 4), что
иммунизация пептидом (I) значительно умень�
шает, а в некоторых случаях и предотвращает раз�
витие дегенеративного процесса, характерного
для мозга контрольных БЭ мышей. Так, в боль�
шинстве нейронов височной коры и гиппокампа
(поля СА1 и СА3) БЭ мышей развиваются пато�
логические изменения, такие как пикноз, цито�
лиз, кариолизис и вакуолизация, что происходит
на фоне снижения числа нормально функциони�
рующих нейронов. Иммунизация БЭ мышей пеп�
тидом (I) тормозила развитие дегенеративного
процесса, что проявилось в достоверном сниже�
нии числа нейронов с разными видами патологи�
ческих реакций. Число нормальных нейронов в
трех исследуемых областях мозга у иммунных
БЭ мышей приближалось к числу нормальных
нейронов в мозге контрольных ЛО животных.
Иммунизация БЭ мышей KLH�конъюгатом пеп�
тида (II) не оказывала столь значительного ней�
ропротективного эффекта, а в нейронах височ�
ной коры и гиппокампа СА1 приводила даже к
усилению кариолизиса. Число нормальных ней�
ронов в мозге БЭ мышей, иммунизированных
KLH�конъюгатом пептида (II), практически не
отличалось от числа нормальных нейронов в моз�
ге неиммунных БЭ животных и только в поле гип�
покампа СА3 этот показатель немного превышал
контрольные значения.

Таблица 3. Титры антител к пептидам (I–IV) в сыво�
ротках мышей

Иммуноген Титр антител (–lg)

(I) 3.1–3.7

(II)�KLH 3.1–3.7

(III)�KLH 1.9–2.8

(IV)�KLH 2.2–3.8

ЛО�контроль <1.0

БЭ�контроль <1.0

2*
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Рис. 1. Влияние иммунизации пептидами (I) и (II)�KLH на пространственную память бульбэктомированных мышей.
1–4 – секторы лабиринта Морриса, 3 – сектор обучения. * p < 0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001. 

Одним из признаков развития болезни Альц�
геймера является повышение содержания бета�
амилоида в мозге больных, поэтому было изучено
влияние иммунизации пептидами (I) и (II) на
уровень бета�амилоида в мозге эксперименталь�
ных животных. Содержание бета�амилоида изме�
ряли индивидуально в образцах мозга каждого
животного, а затем подсчитывали среднее значе�
ние (табл. 5, рис. 3). В контрольной группе БЭ
мышей уровень бета�амилоида в среднем состав�
лял 14.40 ± 1.15 нг на 1 г ткани мозга, в то время
как в группе ЛО мышей – 4.30 ± 0.75 нг/г (рис. 3).
В группах БЭ мышей, иммунизированных как
пептидом (I), так и KLH�конъюгатом пептида

(II), уровень бета�амилоида существенно снизил�
ся приблизительно до одного уровня: 7.98 ±
± 0.30 нг/г для пептида (I) и 7.29 ± 0.35 нг/г для
KLH�конъюгата пептида (II). 

Таким образом, было показано, что иммуниза�
ция синтетическими пептидами, соответствую�
щими фрагментам N�концевой части прионного
белка, оказывает защитное действие на животных
с экспериментально индуцированной формой
болезни Альцгеймера по всем основным призна�
кам заболевания: изменению состояния про�
странственном памяти, состоянию нейронов
мозга и содержанию бета�амилоида в тканях моз�
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Рис. 2. Влияние иммунизации пептидами (III)�KLH и (IV)�KLH на пространственную память бульбэктомированных
мышей. 1–4 – секторы лабиринта Морриса, 3 – сектор обучения. * p < 0.01; ** p < 0.001; *** p < 0.0001. 

га. Эти результаты дополняют информацию, по�
лученную ранее в опытах in vitro, о том, что N�кон�
цевой участок белка вовлечен в связывание с бета�
амилоидом.

Необходимо отметить, что пептид 23–33 (II)
применяли для иммунизации в виде конъюгата с
белком KLH, а пептид 17–33 (I) в свободном ви�
де, при этом они показали сопоставимые резуль�
таты в поведенческом тесте по сохранению про�
странственной памяти БЭ мышей, одинаково
снижали уровень бета�амилоида в мозге, а мор�
фофункциональный анализ состояния нейронов
выявил более значительное предотвращение де�

генеративного процесса в мозге животных, имму�
низированных фрагментом (I) по сравнению с его
конъюгированным аналогом (II). Изучение им�
мунопротективных свойств укороченных пере�
крывающихся фрагментов описанного нами ра�
нее протективного пептида 95–123 показало важ�
ную роль участка 101–115 (IV) в формировании
иммунного ответа, приводящего к сохранению
пространственной памяти животных. Фрагмент
95–110 (III), содержащий эпитоп для протектив�
ных моноклональных антител к PrPc [10], и опи�
санный как участок, задействованный в связыва�
нии с бета�амилоидом [8], при использовании
активной иммунизации проявил значительно
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меньшую активность по сравнению с фрагмен�
том 101–115 (IV). Возможно, это обусловлено
низкой иммуногенностью данного пептида даже
в составе KLH�конъюгата.

Таким образом, получены новые данные об
иммунопротективной активности двух ранее не
описанных участков прионного белка – фрагмен�
тов 17–33 и 101–115. Наибольший интерес для
разработки новых средств терапии болезни Альц�
геймера представляет собой пептид 17–33, кото�
рому для проявления протективной активности
не требуется конъюгация с белковым носителем.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬТАЯ ЧАСТЬ

Для синтеза пептидов использовали реактивы
и производные аминокислот (Merck, ФРГ; Fluka,
Швейцария). В иммунологических исследовани�
ях применяли: PBS буфер, содержащий 2.7 мM
KCl, 140 мM NaCl, 8.1 мM Na2HPO4, 1.5 мM
KH2PO4, pH 7.4; раствор KLH в PBS в концентра�
ции 5.8 мг/мл (Sigma�Aldrich, CША); OVA

(POCH, Польша); 25% водный раствор глутаро�
вого альдегида (Sigma, CША), полный и непол�
ный адъюванты Фрейнда (ПАФ, НАФ) (Difco
laboratories, США), козьи антитела против им�
муноглобулинов мыши, конъюгированные с пе�
роксидазой хрена (Имтек, Россия), 96�луночные
планшеты Maxisorp (Nunc, Дания), бета�амило�
ид 1–40 (Invitrogen, Camarillo, CA), набор для
определения бета�амилоида в мозге нетрансген�
ных мышей (Invitrogen, Camarillo, CA). Для имму�
низации использовали десятинедельных самцов
NMRI мышей весом 25 ± 0.6 г (питомник “Пущи�
но”).

ВЭЖХ проводили при помощи хроматографа
Стайер (Аквилон, Россия) с использованием ко�
лонок Jupiter 5μ C18 300A 250 × 4.6 мм (Phenome�
nex, США) для аналитической хроматографии и
Jupiter 10μ C18 300A 250 × 10 мм (Phenomenex,
США) – для препаративной хроматографии.
Масс�спектрометрию осуществляли методом
MALDI на приборе VISION 2000 (Bioanalysis, Ве�
ликобритания). Аминокислотный анализ прово�
дили на приборе Biotronik LC�3000 (ФРГ) после
гидролиза пептидов смесью 6 M HCl–TFA (2 : 1) в
течение 45 мин при 170°С. Состояние нейронов в
мозге анализировали с использованием микро�
скопа (Amplival, Karl Zeiss Jena, Germany).

Твердофазный синтез и очистка пептидов. Синтез
пептидов проводили на пара�алкоксибензильном
полимере с содержанием гидроксильных групп
0.5 ммоль/г с применением Fmoc�группы в каче�
стве временной Nα�защиты. Наращивание пептид�
ной цепи выполняли последовательно с использо�
ванием 1�гидроксибензотриазола и N,N'�диизопро�
пилкарбодиимида либо тетрафторбората О�(бензо�

Таблица 4. Морфофункциональное состояние нейронов в коре мозга ЛО и БЭ мышей

Структура мозга Группы 
животных

Повреждения нейронов, % Число 
нормальных 

нейроновпикноз кариолизис цитолиз вакуолизация

Височная кора ЛО контроль 9.9 ± 0.7* 3.1 ± 0.2* 5.9 ± 0.5* 2.7 ± 0.4* 78.5 ± 0.8*

БЭ контроль 13.5 ± 0.4 7.4 ± 0.2 23.8 ± 0.5 3.7 ± 0.3 51.5 ± 0.7 

БЭ пептид (I) 4.5 ± 0.5* 7.7 ± 0.4 15.5 ± 0.3* 1.7 ± 0.2* 70.8 ± 0.9* 

БЭ пептид (II)�KLH 7.8 ± 0.6* 11.3 ± 0.4* 20.6 ± 0.6* 4.1 ± 0.5* 56.3 ± 1.5 

Гиппокамп CA1 ЛО контроль 6.3 ± 0.7* 2.9 ± 0.3* 5.9 ± 0.5* 2.2 ± 0.3 * 82.6 ± 1.1*

БЭ контроль 10.4 ± 0.4 6.6 ± 0.3 21.6 ± 0.4 3.2 ± 0.2 58.2 ± 0.7 

БЭ пептид (I) 2.1 ± 0.2* 5.9 ± 0.3 13.8 ± 0.4* 1.4 ± 0.2* 76.7 ± 0.4* 

БЭ пептид (II)�KLH 5.7 ± 0.3 9.4 ± 0.4* 21.2 ± 0.6 3.3 ± 0.3 60.6 ± 0.8 

Гиппокамп CA3 ЛО контроль 4.6 ± 0.4* 2.5 ± 0.2* 5.9 ± 0.4* 1.2 ± 0.2* 85.8 ± 0.9*

БЭ контроль 10.4 ± 0.4 7.3 ± 0.3 23.7 ± 0.5 2.5 ± 0.2* 56.1 ± 0.8 

БЭ пептид (I) 2.1 ± 0.2* 6.4 ± 0.2* 18.5 ± 0.6* 2.2 ± 0.2 71.0 ± 0.8* 

БЭ пептид (II)�KLH 4.3 ± 0.4* 8.5 ± 0.6 20.5 ± 0.5* 3.0 ± 0.3 63.8 ± 0.9* 

* p < 0.001.

Таблица 5. Содержание бета�амилоида в тканях мозга
мышей

Группа мышей Среднее содержание 
бета�амилоида, нг/г

ЛО 4.30 ± 0.75*

БЭ 14.40 ± 1.15

БЭ пептид (I) 7.98 ± 0.30*

БЭ пептид (II)�KLH 7.29 ± 0.35*

* p < 0.0001.
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триазол�1�ил)�N,N,N',N'�тетраметилмочевины. Для
выявления непрореагировавших аминогрупп после
каждой конденсации применяли нингидриновый
тест. Отщепление пептидов от полимера с одно�
временным деблокированием функциональных
групп боковых цепей проводили смесью TFA
(94%), триизопропилсилана (1%), этандитиола
(2.5%) и воды (2.5%) из расчета 1–2 мл смеси на
100 мг пептидилполимера. Очистку пептидов осу�
ществляли с помощью обращеннофазовой ВЭЖХ
в градиенте концентрации ацетонитрила 10–70%
в 0.1% TFA за 1 ч при расходе элюента 3 мл/мин.
Оптическое поглощение элюата измеряли при
длине волны 226 нм. 

Синтетические пептиды характеризовали дан�
ными аналитической ВЭЖХ, масс�спектромет�
рии MALDI и аминокислотного анализа. Анали�
тическую ВЭЖХ этих пептидов проводили в
условиях, аналогичных их препаративной ВЭЖХ,
при расходе элюента 1 мл/мин. Все синтезирован�
ные пептиды имели корректный аминокислот�
ный состав и молекулярные массы m/z (M + H)
(табл. 2). 

Конъюгаты пептидов с KLH. К раствору 2.4 мг
пептида в 2.1 мл раствора KLH в PBS с концентра�
цией белка 5.8 мг/мл при перемешивании в тече�
ние 1 ч добавляли 1.2 мл 0.25% раствора глутарово�
го альдегида в PBS. Полученный раствор переме�
шивали 15 ч, затем проводили диализ против PBS в
течение 20 ч с двукратной сменой буфера [23]. 

Конъюгаты пептидов с OVA. К раствору 1 мг
пептида и 2 мг OVA в 1 мл PBS при перемешива�
нии в течение 1 ч добавляли 40 мкл раствора гид�
рохлорида 1�(3�диметиламинопропил)�3�этил�
карбодиимида в PBS с концентрацией 5 мг/мл.
Полученный раствор перемешивали 15 ч, затем
проводили диализ против PBS в течение 20 ч с
двукратной сменой буфера [23].

Схема эксперимента

Мышей иммунизировали четырьмя иммуноге�
нами. В каждой группе было по 10 мышей, кото�
рых подвергали операции бульбэктомии. Кон�
трольные группы состояли из 10 неиммунных БЭ
мышей и 10 неиммунных ЛО мышей.

1 день – первая иммунизация, 25 день – опера�
ция бульбэктомии, 43 день – вторая иммуниза�
ция, 53 день – отбор крови и приготовление сы�
вороток, начало обучения в водном лабиринте
Морриса, 57 день – тестирование памяти жи�
вотных.

Иммунизация мышей и получение сывороток
крови. Раствор пептида (I) в PBS (1 мг/мл), и рас�
творы конъюгатов пептидов (II)⎯(IV) с KLH в
PBS (0.73 мг/мл в расчете на пептид) смешивали с
равным объемом ПАФ (для первой иммуниза�
ции) или НАФ (для последующей иммунизации)

и эмульгировали. Мышей иммунизировали два
раза подкожно в основание хвоста в дозе 100 мкг
пептида на животное. Отбор крови производили
на 10�ый день после второй иммунизации из глаз�
ной вены. Образцы хранили при −20°C.

Определение титра противопептидных антител
осуществляли с помощью твердофазного ИФА,
как описано в работе [23]. Конъюгаты пептидов с
OVA вносили в лунки планшета в объеме 0.1 мл в
концентрации 30 мкг/мл в расчете на свободный
пептид. За титр антител принимали отрицатель�
ный десятичный логарифм (–lg) значения наи�
большего разведения сыворотки, дающего окра�
шивание более 0.1 ОЕ при λ = 492 нм и превыша�
ющего поглощение контрольных сывороток в
таком же разведении в 2 раза. В качестве контроля
при определении титров противопептидных ан�
тител в сыворотках использовали сыворотки мы�
шей, иммунизированных KLH. 

Операцию бульбэктомии проводили под нембу�
таловым наркозом (40 мг/кг, в/б) путем аспира�
ции через трепанационное отверстие в черепе на
28 день после первой иммунизации, как описано
в работе [22]. Контролем служили ЛО животные,
которых подвергали аналогичной процедуре, но
без удаления обонятельных луковиц. Всем живот�
ным по окончании операции в мышцы задней ла�
пы вводили антибиотик “Бициллин 5” в дозе
6000 ед. для профилактики развития инфекции.

Обучение и тестирование пространственной па[
мяти животных. Состояние пространственной па�
мяти мышей оценивали после выработки у мышей
пространственного навыка в водном лабиринте
Морриса. Экспериментальная камера представ�
ляла собой круглый бассейн диаметром 80 см, за�
полненный на 30 см водой с температурой 23°С.
Площадь бассейна условно делили на четыре рав�
ных сектора, в одном из которых находилась спа�
сательная платформа диаметром 5 см, погружен�
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< 0.0001.
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ная на 0.5 см в воду. Воду закрашивали молоком,
для того чтобы животные не могли визуально об�
наружить спасательную платформу. До начала
курса обучения проверяли способность всех жи�
вотных плавать, а также сохранность зрения у БЭ
животных. Обучение проводили в течение пяти
дней по четыре сеанса ежедневно, при этом фик�
сировали латентный период обнаружения плат�
формы. Через 24 ч после окончания обучения у
животных тестировали уровень пространствен�
ной памяти в отсутствие спасательной платфор�
мы в течение одной минуты. При анализе полу�
ченных результатов были использованы два пока�
зателя: число заходов и время нахождения мышей
в каждом секторе. Статистическую обработку ре�
зультатов поведенческих данных проводили, ис�
пользуя двухфакторный анализ (general ANOVA)
(пакет статистических программ “Statistica 6.0”).
Достоверность результатов оценивали с исполь�
зованием двустороннего критерия Стьюдента.

Для проведения морфологических и биохими[
ческих исследований проводили перфузию мозга
охлажденным физиологическим раствором у глу�
боко анастезированных животных, получавших
летальную дозу нембутала (60 мг/кг в/б). Мозг из�
влекали на холоду и рассекали на два полушария.
Правое полушарие фиксировали в 4% пара�фор�
мальдегиде в течение 48 ч при 40°C, а затем хра�
нили в 30% сахарозе до приготовления 20 мкм
срезов мозга, которые затем хранили в гликоле�
вом криопротекторном растворе при –200°C до
проведения гистологического анализа. Навески
коры и гиппокампа левого полушария хранили
при температуре –80°C до проведения процедур
по определению суммарного количества бета�
амилоида.

Морфологическое исследование мозга живот�
ных проводили, как описано в работе [11]. Для
выявления таких патологических изменений как
пикноз, кариолизис, цитолиз, вакуолизация и ко�
личественной оценки состояния нейронов срезы
мозга окрашивали крезил виолетом (Nissl). Ана�
лизировали каждый шестой срез, содержащий
изучаемые структуры мозга, анализу подвергали
1000 клеток в каждой структуре (10–20 полей зре�
ния, увеличение 40×) у каждого животного с ис�
пользованием дигитайзерной компьютерной си�
стемы PDP�12 (Germany). Проводили количе�
ственную оценку патологических реакций
нейронов в разных экспериментальных группах.

Уровень бета[амилоида в ткани мозга определя�
ли иммуноферментным методом, как описано в
работе [24]. Выявляли бета�амилоид 1–40, по�
скольку бета�амилоид 1−42 у мышей присутствует
в крайне низких концентрациях, выходящих за
рамки чувствительности метода определения. 
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Protective Activity of Prion Protein Fragments after Immunization
of Annimals with Experimentally Induced Alzheimer’s Disease

O. M. Volpina*, T. D. Volkova*, #, N. I. Medvinskaya**, A. V. Kamynina*, 
Y. V. Zaporozhskaya*, I. J. Aleksandrova**, D. O. Koroev*, A. N. Samokhin**,

I. V. Nesterova**, V. I. Deygin*, N. V. Bobkova**
#Phone: +7 (495)336757777; e7mail: tdvol@mx.ibch.ru

*Shemyakin7Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
ul. Miklukho7Maklaya, 16/10 , Moscow, 117997 Russia

**Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, ul. Institutskaya 3, Pushchino,  142290  Russia

The prion protein is considered as one of the membrane targets of neurotoxic beta�amyloid during Alzhe�
imer’s disease development. We have chosen and synthesized 17–33, 23–33, 95–110 and 101–115 prion
fragments involved in beta�amyloid binding. The effect of immunization with the peptides on the features of
Alzheimer’s disease was investigated in animals with an experimentally induced form of the disease. It was
shown that immunization either with peptide 17–33 or with protein conjugates of peptides 23–33 and 101–
115 increases the level of brain beta�amyloid and improves morfofunctional state of the brain.

Keywords: Alzheimer’s disease, prion protein, beta7amyloid, synthetic peptides


	BioKhim2_15_KOR 17
	BioKhim2_15_KOR 18
	BioKhim2_15_KOR 19
	BioKhim2_15_KOR 20
	BioKhim2_15_KOR 21
	BioKhim2_15_KOR 22
	BioKhim2_15_KOR 23
	BioKhim2_15_KOR 24
	BioKhim2_15_KOR 25



