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Болезнь Альцгеймера – прогрессирующее неиз-
лечимое нейродегенеративное заболевание, глав-
ным проявлением которого является деменция. В 
настоящее время более 25 млн людей во всем мире 
страдают от болезни Альцгеймера, а в 2040 г. по 
экспертным оценкам, их число достигнет 80 млн [1].

Ключевую роль в развитии болезни Альцгей-
мера играет избыточная продукция и накопление 
β-амилоидного пептида (βАП), являющегося основ-
ным компонентом сенильных бляшек в ткани мозга. 
βАП имеет широкий спектр нейротоксических эф-
фектов, включающий окислительный стресс, ми-
тохондриальную дисфункцию, нарушение работы 
ионного транспорта, синаптическую дисфункцию, 
апоптоз нейронов [2, 3].

В настоящее время отсутствуют эффективные 
способы лечения болезни Альцгеймера – приме-
няемые лекарства действуют симптоматически и 
способны лишь замедлить прогрессирование, но 
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Болезнь Альцгеймера – прогрессирующее неизлечимое 
нейродегенеративное заболевание, главным проявлением 
которого является деменция. Перспективным направлени-
ем в разработке методов лечения болезни являются ген-
но-клеточные технологии. Целью работы стало проведение 
трансплантации нативных или экспрессирующих репортер-
ный ген (EGFP) мононуклеарных клеток пуповинной крови 
человека (МКПК) APP/PS1 трансгенным мышам с моделью 
болезни Альцгеймера с последующей оценкой эффектов 
трансплантации поведенческими (Т-образный лабиринт, 
крестообразный лабиринт, открытое поле) и иммуноги-
стохимическими методами. Было установлено, что транс-
плантация МКПК оказывает положительные клинические 
эффекты на APP/PS1 мышей: улучшает пространственную 
память, снижает тревожность и неспецифическую возбу-
димость, повышает эффективность исследовательского 
поведения. Трансплантированные клетки были выявлены  
в коре и гиппокампе даже через 3 мес. после транспланта-
ции; при этом на ранних сроках после трансплантации была 
подтверждена экспрессия репортерного гена EGFP транс-
плантированными клетками. Таким образом, применение 
генно-клеточных конструкций на основе МКПК является 
перспективным направлением в разработке терапии болез-
ни Альцгеймера. 
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Alzheimer’s disease is progressive incurable 
neurodegenerative disease, which is manifested mainly 
by dementia. One of the most promising directions in 
development of Alzheimer’s disease treatment is use of 
gene-cell technologies. The aim of current study was to 
perform transplantation of wild-type or EGFP expressing 
umbilical cord blood mononuclear cells (МКПК) to APP/PS1 
transgenic mice with Alzheimer’s disease model with further 
evaluation of transplantation impact with behavioral (T-maze, 
plus maze, open field) and immunohistochemical methods. 
It was found that МКПК transplantation significantly 
ameliorates behavioral performance of APP/PS1 mice: 
improves spatial memory, decreases anxiety and non-specific 
excitability, increases the efficacy of exploratory behavior. 
Grafted cells were found in cortex and hippocampus of 
mice even 3 months after МКПК transplantation, herewith 
EGFP expression in grafted cells was found at early stages 
after transplantation. Thus, use of МКПК-based gene-cell 
constructs represents a promising direction in development 
of Alzheimer’s disease therapy. 

Key words: Alzheimer’s disease, stem cells, gene-cell 
therapy, APP/PS1 transgenic mice, umbilical cord blood 
mononuclear cells, T-maze.

не могут излечить пациента. Перспективным на-
правлением разработки патогенетической терапии 
болезни является доставка ростовых и нейротро-
фических факторов в очаги нейродегенерации. По-
казано изменение уровня ряда нейротрофических 
факторов в спинномозговой жидкости и различных 
областях головного мозга при болезни Альцгей-
мера [4, 5]. Установлено положительное влияние 
фактора роста нервов (NGF) и мозгового нейротро-
фического фактора (BDNF) на выживание нейро-
нов, синаптическую функцию и память при болезни 
Альцгеймера [6–8].

Доставка ростовых и нейротрофических факто-
ров в ткань мозга возможна благодаря развитию 
генно-клеточных технологий. Одним из наиболее 
перспективных подходов является применение мо-
нонуклеарных клеток пуповинной крови (МКПК). 
МКПК включают в себя различные стволовые и про-
гениторные клетки, служат источником ростовых  
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и трофических факторов, а также могут быть моди-
фицированы с целью введения векторов, обеспечи-
вающих высокий уровень экспрессии терапевтиче-
ских генов [9–12]. 

Целью работы стало проведение транспланта-
ции нативных или экспрессирующих репортерный 
ген (EGFP) МКПК трансгенным мышам с моделью 
болезни Альцгеймера с последующей оценкой по-
веденческих характеристик мышей и способности 
трансплантированных клеток к хоумингу и выжива-
нию в ткани мозга.

Материал и методы

Создание генно-клеточных конструкций

Заготовку пуповинной крови человека проводили 
после получения информированного согласия у бе-
ременной и дородового скрининга на наличие проти-
вопоказаний к донорству пуповинных клеток. Кровь 
собирали в пластиковые контейнеры CPDA-1 250 
GG (Terumo, Япония) и доставляли в Банк стволовых 
клеток Казанского государственного медицинского 
университета, где из неё выделяли мононуклеарную 
фракцию с помощью центрифугирования в гради-
енте плотности фиколла [13]. Полученные клетки 
ресуспензировали в среде DMEM, к которой были 
добавлены сыворотка крови плодов коровы (10%), 
L-глутамин (2 мМ), смесь антибиотиков пеницилли-
на и стрептомицина (1%) (Sigma, США). Для гене-
тической модификации клетки трансдуцировали ре-
комбинантными аденовирусами, экспрессирующими 
ген EGFP (Ad-EGFP) (10 бляшко-образующих единиц 
на клетку) [14]. МКПК культивировали 14–16 ч  
в 10 см культуральных чашках при 37°С в услови-
ях термостатирования с поддержанием 5% уровня 
СО2 во влажной атмосфере. Перед трансплантацией 
МКПК осаждали центрифугированием и разводили 
в стерильном физиологическом растворе до кон-
центрации 2×107 кл./мл МКПК вводили животным  
ретроорбитально.

Экспериментальные группы животных

Трансгенные мыши с моделью болезни Аль-
цгеймера, экспрессирующие мутантные челове-
ческие гены белка предшественника амилоида и 
пресенелина 1 (генотип В6СЗ – Tg(APP695)85Dbo 
Tg(PSENI)85Dbo) (далее – APP/PS1 мыши) были 
закуплены в Jackson Laboratory (США) и содержат-
ся в питомнике лабораторных животных «Пущино» 
(Московская область). К началу эксперимента мы-
шей доставили в КГМУ и разделили на 4 группы: 
1) мыши дикого типа (n = 15, группа WT); 2) APP/
PS1 мыши (n = 15, группа Alz); 3) APP/PS1 мыши 
после ксенотрансплантации 2 млн интактных МКПК 
(n = 6, группа Alz-МКПК); 4) APP/PS1 мыши после 
ксенотрансплантации 2 млн МКПК, трансдуцирован-
ных Ad-EGFP (n = 9, группа Alz-EGFP). Возраст всех 
животных был в пределах 8–9 мес.

Поведенческие тесты

Т-образный лабиринт. Для исследования про-
странственной памяти мышей был использован 
Т-образный лабиринт (Открытая Наука, Россия).  
В ходе эксперимента мыши были ограничены в по-
треблении пищи. Подготовительный период начи-
нался через 5 дней после трансплантации МКПК и 

длился 7 дней. Затем начиналось собственно обу-
чение, которое длилось 14 дней. В ходе обучения 
каждый день мыши проходили по 6 пар тренировоч-
ных испытаний. В первом (принудительном) испыта-
нии один из рукавов лабиринта был закрыт, и мышь 
шла в открытый (где находилась пища). Во втором 
(свободном) испытании оба рукава были открыты, 
но пища находилась в противоположном, то есть ра-
нее закрытом рукаве. Когда два испытания даются 
с коротким временным промежутком, во второй раз 
животное склонно выбрать рукав, не посещенный ра-
нее, что свидетельствует о памяти первого выбора. 
Этот феномен называется «спонтанной альтернаци-
ей» [15]. Мышь считалась обученной, если она де-
лала не менее 5 правильных выборов из 6 во время 
второго испытания в течение 3 дней подряд. При 
этом мыши присваивалось значение, соответствую-
щее номеру последнего из этих трех дней. Если же 
мышь в течение двух недель так и не обучилась, то 
ей присваивалось значение «14».

Крестообразный лабиринт. Применяли закрытый 
крестообразный лабиринт, состоящий из централь-
ного и 4 боковых отсеков (НПК Открытая Наука, Мо-
сква, Россия) по ранее описанной методике [16, 17]. 
Мышь помещали в центральный отсек и регистриро-
вали последовательность ее переходов из одного ру-
кава в другой. Тест заканчивался, когда происходи-
ло 13 таких переходов. Анализировали следующие 
параметры (в скобках указано, что он отражает): 
общее время, проведенное в лабиринте (уровень 
двигательной исследовательской активности), вре-
мя в боковых отсеках (уровень тревожности), число 
циклов «патрулирования» (эффективность ориенти-
ровочно-исследовательского поведения, простран-
ственная память), число актов дефекации (уровень 
тревожности).

Открытое поле. Двигательную и ориентировочно-
исследовательскую активность оценивали методом 
открытого поля. Установка «Открытое поле» пред-
ставляет собой круглую арену, пол которой имеет 
отверстия и разлинован на квадраты (НПК Открытая 
Наука, Москва, Россия). Метод позволяет оценивать 
поведение грызунов в новых (стрессогенных) усло-
виях. Мышь помещали в центр арены и в течение 
трех минут подсчитывали количество пересеченных 
линий (горизонтальная активность), вертикальных 
стоек (вертикальная активность, неспецифическая 
возбудимость), заглядываний в отверстия (исследо-
вательская активность).

Иммунофлуоресцентное окрашивание

Идентификацию МКПК в гиппокампе и сомато-
сенсорной коре мышей проводили на сроках 7 сут. и 
3 мес. после трансплантации. Для этого мышей под 
анестезией транскардиально перфузировали фос-
фатно-солевым буфером (PBS) и 4% раствором па-
раформальдегида (4°С). Затем извлекали головной 
мозг и фиксировали в 4% растворе параформаль-
дегида в течение суток, после чего перекладывали в 
30% раствор сахарозы в PBS с добавлением 0,02% 
азида натрия. Для приготовления криостатных сре-
зов ткань помещали в заливочную среду Neg 50 и 
замораживали в течение 2 мин. Приготовленные 
срезы помещали в PBS, промывали в 0,1% рас-
творе Triton-X100 на PBS (PBST), инкубировали в 
5% растворе ослиной сыворотки в PBST в течение  
45 мин при комнатной температуре. 
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Для идентификации антигенов срезы инкубиро-
вали с антителами к маркёру ядер клеток человека 
(HNu, Millipore, 1:150) и зеленому флуоресцирую-
щему белку (EGFP, Osenses, 1:100) в течение суток 
при 4°С, промывали в PBS, затем инкубировали со 
вторичными антителами осла, коньюгированными 
с флуоресцентным красителем Alexa 647 и 488 в 
течение 2 ч в при комнатной температуре в темно-
те, промывали в PBS. Для визуализации ядер сре-
зы дополнительно инкубировали 10 мин в 0,02% 
растворе пропидиума иодида (PI) на PBS, промы-
вали в PBS. Окрашенные срезы заключали в среду 
Shandon Immu-Mount и изучали при помощи конфо-
кального сканирующего микроскопа LSM 510-Meta  
(Carl Zeiss).

Результаты представлены в виде среднего значе-
ния и стандартной ошибки среднего значения, ста-
тистическая значимость различий оценивалась при 
помощи t-критерия Стьюдента или критерия Фише-

ра, отличия считались достоверными при р<0,05.  
По критерию Фишера оценивались различия про-
центных значений обученных мышей от их общего 
количества между группами, по t-критерию Стью-
дента – различия всех остальных параметров. 

Результаты

Исследование пространственной памяти  
в Т-образном лабиринте

WT мыши обучались в среднем за 10,4±0,6 дней, 
при этом к 10 дню обучилось 42%, а к 14-му – 72,5% 
мышей от общего количества в группе (рис. 1А).  
В ходе обучения происходило снижение латентного 
периода захода в рукав лабиринта с 29,2±3,4 с до 
11,1±3,0 с. Alz мыши обучались достоверно дольше 
в сравнении с WT мышами – за 13,3±0,3 дней. При 
этом процентное количество обучившихся Alz мышей 
было достоверно ниже в сравнении с WT группой:  

Рис. 1. Влияние трансплантации МКПК человека на поведенческие характеристики APP/PS1 трансгенных 
мышей: А – результаты эксперимента в Т-образном лабиринте; Б – результаты тестирования  
в крестообразном лабиринте; В – результаты тестирования в открытом поле. 
WT – мыши дикого типа; Alz – APP/PS1 мыши без лечения; Alz-МКПК – APP/PS1 мыши с трансплантацией 
МКПК человека; Alz-EGFP – APP/PS1 мыши с трансплантацией МКПК человека,  
трансдуцированных Ad-EGFP.
*различия между группами статистически значимы при p<0,05

А

Б

В
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на 10-й день обучилось 12,1%, на 14-й день – 
15,2% . Латентный период захода в рукав лабиринта 
у Alz мышей в начале обучения был достоверно выше 
показателей WT и составлял 42,2±5,7 с, а к 14-му 
дню достиг 19,2±3,3 с и не отличался от группы WT.

Alz-МКПК и Alz-EGFP мыши обучались за 
11,8±1,0 и 12,2±0,8 дней, соответственно. Коли-
чество обучившихся мышей в группах Alz-МКПК и 
Alz-EGFP на 14-й день составило 50 и 44,4%, со-
ответственно, что достоверно больше в сравнении 
с группой Alz (рис. 1А). Латентные периоды захода 
в рукав лабиринта Alz-МКПК и Alz-EGFP мышей в 
первые дни обучения не отличались от Alz группы, 
однако, начиная с 5-го дня, становились ниже и при-
близились к показателям группы WT. 

Таким образом, трансплантация МКПК значи-
тельно улучшала показатели пространственной па-
мяти у APP/PS1 мышей.

Исследование ориентировочно-исследовательского 
поведения и тревожности мышей в закрытом 
крестообразном лабиринте

WT мыши проводили в крестообразном лаби-
ринте 177,4±8,7 с, из них в центральном отсеке –  
43,5±2,0 с, в боковых отсеках – 132,7±7,5 с.  
Количество циклов патрулирования, совершаемое 
WT мышами, составляло 1,8±0,1. Общее время, 
проведенное Alz мышами в лабиринте, было досто-
верно больше в сравнении с WT группой и состави-
ло 209,6±8,4 с, что связано с более длительным 
временем в боковых отсеках; при этом количество 
циклов патрулирования было достоверно меньше.  
В группах Alz-МКПК и Alz-EGFP общее время в лаби-
ринте и время в боковых отсеках были меньше, чем 
в группе Alz, и достоверно не отличались от группы 
WT (рис. 1Б). Таким образом, в группах Alz-МКПК 
и Alz-EGFP было выявлено снижение тревожности  
в сравнении с Alz мышами.

Исследование двигательной и исследовательской 
активности мышей в открытом поле

Горизонтальная активность у мышей разных групп 
достоверно не различалась. У WT мышей величина 
горизонтальной активности составила 54,0±2,6, 
вертикальной активности 6,0±0,6, исследователь-
ской активности 3,9±0,3. У Alz мышей отличия 
заключались только в более высокой исследова-
тельской активности (7,7±0,5). В группе Alz-МКПК 
вертикальная и исследовательская активность не от-
личалась от группы Alz, тогда как в группе Alz-EGFP 
эти виды активности были достоверно снижены  
в сравнении с Alz мышами (рис. 1В). 

В целом, можно отметить, что трансплантация 
МКПК не оказывала значимых эффектов на пове-
дение APP/PS мышей, приводя лишь к некоторому 
уменьшению вертикальной активности, что может 
свидетельствовать о снижении неспецифической 
возбудимости.

Иммунофлуоресцентное окрашивание срезов 
головного мозга

При анализе срезов мозга мышей Alz-МКПК на 
обоих сроках после трансплантации были обнаруже-
ны единичные человеческие (HNu+) клетки в коре 
и в области зубчатой извилины. У Alz-EGFP мышей 

на 7 сут. после трансплантации обнаруживались как 
HNu+, так и HNu+/EGFP+ клетки, локализованные 
преимущественно в области СА1 гиппокампа и коре 
(рис. 2А); при этом количество человеческих клеток 
было больше в сравнении с группой Alz-МКПК. При 
анализе материала мышей Alz-EGFP через 3 мес. 
после трансплантации обнаруживались только HNu+ 
клетки, локализованные в гиппокампе и глубоких 
слоях коры. Экспрессия EGFP этими клетками не на-
блюдалась, либо была минимальна (рис. 2Б).

Таким образом, было выявлено наличие клеток 
человека в гиппокампе и коре головного мозга APP/
PS1 мышей на разных сроках после трансплантации 
МКПК, а также подтверждена возможность экспрес-
сии ими рекомбинантных генов. 

Обсуждение

Известно, что именно синаптическая патология 
является основной причиной нарушения когнитивных 
функций при болезни Альцгеймера. В гиппокампе и 
коре мозга наблюдается снижение количества си-
напсов и пресинаптического белка синаптофизина, 
хорошо коррелирующее с выраженностью когнитив-
ных нарушений [3]. При этом нарушение памяти и 
синаптическая дисфункция обнаруживаются еще до 
появления амилоидных бляшек и массивной гибели 
нейронов [18]. Дисфункция локальных нейронных 
сетей, вызванная нарушением синаптических связей 
между нейронами, приводит не только к нарушению 
обучения и памяти, но, вероятно, и к нейродегенера-
ции [19]. 

С учетом вышеуказанных фактов, основными зада-
чами генно-клеточной терапии болезни Альцгеймера 
являются не только замена утраченных и поддержка 
жизнеспособности оставшихся нейронов, но и вос-
становление локальных нейронных сетей и синапти-
ческих связей. 

В данной работе нами были применены генно-
клеточные конструкции на основе МКПК. Преимуще-
ствами МКПК являются безопасность, доступность, 
низкая иммуногенность, способность проникать через 
гематоэнцефалический барьер, отсутствие зако-
нодательных и этических норм для их применения. 
Трансплантированные МКПК способны к преимуще-
ственной миграции в очаги нейродегенерации [20], 
служат источником ростовых и трофических фак-
торов – сосудистого эндотелиального фактора ро-
ста (VEGF), глиального фактора роста (GDNF), NGF, 
цитокинов, хемокинов и др. [9–11]. Кроме того, су-
ществует возможность генетической модификации 
МКПК с целью введения векторов, обеспечивающих 
высокий уровень экспрессии терапевтических или 
репортерных генов. Показана способность МКПК 
дифференцироваться в различные клеточные типы 
в ткани мозга [21, 22].

В ходе работы нами было установлено два важ-
ных факта. Во-первых, трансплантация МКПК значи-
тельно улучшала пространственную память у APP/PS1  
мышей. Наиболее вероятным объяснением этому 
является улучшение функций межнейронных синап-
сов и локальных нейронных сетей у больных живот-
ных под действием трансплантированных клеток. 
Были отмечены и другие положительные клиниче-
ские эффекты (снижение тревожности, повышение 
эффективности исследовательского поведения, сни-
жение неспецифической возбудимости). Во-вторых, 
трансплантированные клетки обнаруживались в коре 
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и гиппокампе даже через 3 месяца после трансплан-
тации, что должно обеспечить долгосрочность тера-
певтических эффектов; при этом на ранних сроках 
после трансплантации была подтверждена экспрес-
сия репортерного гена EGFP трансплантированными 
клетками.

Таким образом, применение генно-клеточных 
конструкций на основе МКПК является многообеща-
ющим направлением в разработке терапии болезни 
Альцгеймера. Модификация МКПК с целью достав-
ки терапевтических генов может значительно улуч-
шить эффекты трансплантации. 

Рис. 2. Трансплантированные клетки в головном мозге APP/PS1 трансгенных мышей: 
А – 7 сут.; Б – 3 мес. после трансплантации. Ctx – кора, Hip – гиппокамп. 
Иммуногистохимическая реакция с антителами к HNu и EGFP, докраска ядер PI.  
Флуоресцентная микроскопия. Шкала 5 mм
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