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1.Введение

Болезнь Альцгеймера (БА) - самое распространенныое нейродегенеративное заболевание пожилого возраста. БА приводит к медленному, но неуклонному нарушению памяти,  и самостоятельная жизнь больных людей становится невозможной. По отчетам «National Institute on Aging» в 2018 году около 44 млн. человек во всём мире живут с болезнью Альцгеймера или связанной с ней формой деменции. Число заболевших удваивается каждые 20 лет (Приложение 1).

При развитии данного заболевания ещё недостаточно изучены морфологические и физиологические процессы, происходящие в головном мозге, а также их хронология. Для понимания механизмов развития БА крайне важно сопоставить морфологические и физиологические изменения в головном мозге с изменением поведения. Множество научных групп по всему миру занимаются поисками лекарственных препаратов для предотвращения прогрессирования БА. Данная работа позволит приблизиться к пониманию механизмов развития болезни Альцгеймера и ускорить поиски лекарственных препаратов для терапии данного заболевания.
Цель работы: провести морфологическое исследование изменений в микроглии гиппокампа мышей при моделировании болезни Альцгеймера. 
Задачи:

1. С помощью иммуногистохимического окрашивания оценить изменение микроглии в гиппокампе мышей с моделью болезни Альцгеймера по сравнению с контрольными мышами.

2. Сопоставить морфологические изменения с изменениями в поведении мышей.
Практическая часть работы выполнялась на базе лаборатории системной организации нейронов Института теоретической и экспериментальной биофизики РАН г. Пущино, Московская обл., с 26 июля по 29 августа 2021г. 
2. Основная часть

2.1 Клетки головного мозга
Клетки головного мозга можно разделить на две группы: нейроны и глиальные клетки. 
Нейрон — основная структурная и функциональная единица нервной системы, которая предназначена для приема извне, обработки, хранения, передачи и вывода вовне информации с помощью электрических и химических сигналов [11]. 

Нейроглия, глия, или глиальные клетки - совокупность вспомогательных клеток нервной ткани. Составляет около 40 % объёма ЦНС [1]. Клетки глии впервые были описаны в 1846 г. Р. Вирховым, который и дал им это название, подразумевая под ним вещест​во, склеивающее нервную ткань., а также служить пространст​венным барьером для распространения медиаторов или ионов; участие в восстановлении и регенерации нервной ткани. Клетки нейроглии способны к делению в течение всей жизни организма. Благодаря этой способности они учавствуют в образовании рубцовой ткани. При регенерации нервов последние прорастают по ложу из оставшихся шванновских клеток. Большую роль играет участие глиальных клеток в онтогенетическом развитии нерв​ной системы [2]. 

По морфологическим признакам клетки нейроглии обычно подразделяют на три главные группы: астроциты, олигодендроциты и микроглия (Приложение 2).

Астроциты - нейроглиальные клетки звездчатой формы. Функции: поддержка и разделение нейронов, регулирование состава межклеточной жидкости и запас питательных веществ, при повреждении нервной ткани (например, при инсульте), могут превращаться в нейроны, также совершают многие функции, обеспечивающие стандартное функционирование нейронов. Есть предположение, что именно астроциты влияют на IQ и расстройства аутистического спектра. В настоящее время большое внимание уделяется изучению астроцитов и их значения [10].

Наиболее признанным иммуногистохимическим маркером астроцитов является глиальный кислый фибриллярный белок (ГКФБ), относящийся к III типу белков промежуточных филаментов. Несмотря на большое морфологическое и биохимическое разнообразие, типичными признаками астроцитов являются: наличие отростков, многие из которых имеют вторичные и третичные ветвления, а также содержат мелкие филаподиеподобные выросты. Кроме того, для астроцитов характерны контакты с базальной мембраной кровеносных сосудов и пиальной поверхностью мозга посредством так называемых концевых (сосудистых) ножек. 

Олигодендроциты существуют только в центральной нервной системе (аналогичны швановским клеткам в периферической нервной системе), главная их задача - помощь и изоляция аксонов нейронов. Олигодендроциты создают миелиновую оболочку. Большинство олигодендроцитов развиваются в течение эмбриогенеза и раннего младенчества из околожелудочковых зародышевых областей [10].
Основные виды глиальных клеток:
Фиброзные астроциты (диаметр тела 7-11 мкм) сосредоточены преимущественно в белом веществе мозга и в зрительном нерве. Их незначительное количесттво определяется в сером веществе. Для данного типа астроцитов характерно то, что в их цитоплазме содержатся филаменты; этот вид преобладает сре​ди пучков миелинизированных нервных волокон. Отличительными особенностями фиброзных астроцитов является высокая экпрессия ГКФБ и наличие длинных (до 300 мкм), слабо ветвящихся отростков. 
Протоплазматические астроциты преобладают в сером веществе, имеют короткие и более толстые отростки, которые также контактируют с кровеносными сосудами и с соседними нейронами. В их цитоплазме содержится меньше фиброзного материала; они находятся в сером веществе вблизи тел нейронов, дендритов и синапсов [9].
Шванновские клетки периферической нервной системы аналогичны олиголендроцитам; они покрывают миелином крупные, быстро проводящие аксоны. Однако глиальные клетки мозга и периферических нервных волокон имеют разное происхождение в эмбриогенезе. 
Радиальные астроциты или радиальная глия во взрослом мозге более типична для низших позвоночных Радиальные астроциты  пронизывают всю толщу мозга. У млекопитающих радиальная глия хорошо выражена при развитии нервной системы, где она выполняет не только опорную функцию для миграции нейронов коры, но и является источником развития некоторой части нейронов и астроцитов.
Бергмановская глия также называемая «эпителиальными клетками Гольджи» является аналогом радиальной глии в мозжечке всех позвоночных. Тела клеток находятся в слое клеток Пуркинье, а отростки (от трех до шести) направляются в молекулярный слой и по организации очень напоминают отростки протоплазматических астроцитов. У грызунов (крысы, мыши) одна клетка бергмановской глии контактирует с 2000-6000 синапсов, образованных клетками Пуркинье. 
Мюллеровские клетки рассматриваются как протоплазматические клетки сетчатой оболочки глаза, хотя по морфологии их часто сравнивают с радиальными астроцитами. У млекопитающих в сетчатой облочке глаза - преобладающий тип макроглии. Мюллеровские клетки пронизывают всю сетчатую оболочку и контактируют со стекловидным телом, а также образуют глиальную оболочку, отделяющую слои нервных клеток от пигментного слоя. В области синаптических контактов (молекулярный слой) они имеют строение, характерное для полиплазматических астроцитов, а в области выхода зрительного нерва они напоминают фиброзные. В сетчатке встречаются и типичные фиброзные астроциты, которые находятся преимущественно в слое нервных волокон. 
Покрывающие (окутывающие) астроциты характерны для гранулярного (зернистого) слоя мозжечка и обонятельных луковиц, где маленькие нейроны образуют компактные скопления, а данные астроциты покрывают тонкими листовидными оболочками тела нервных клеток, так же, как и всю группу (кластер) нейронов.
2.2. Микроглия

Микроглия – это совокупность мелких удлиненных звездчатых клеток с короткими немногочисленными ветвящимися отростками. Они содержат небольшое количество цитоплазмы, рибосом, у них слабо развитая эндоплазматическая сеть (ЭПС), и имеются мелкие митохондрии.  Микроглиоциты располагаются вдоль капилляров в центральной нервной системе, в белом и сером веществе и являются вариантом блуждающих клеток. Количество микроглиоцитов в разных отделах головного мозга относительно небольшое: в коре больших полушарий - 9,5%, в мозолистом теле - 6%, в стволе головного мозга - 8% от всех видов глиоцитов.

Основная функция микроглии - защитная. Клетки микроглии - специализированные макрофаги центральной нервной системы, обладающие значительной подвижностью. Они могут активироваться и размножаться при воспалительных и дегенеративных заболеваниях нервной системы. Для выполнения фагоцитарной функции микроглиоциты утрачивают отростки и увеличиваются в размерах. Они способны фагоцитировать остатки погибших клеток. Активированные клетки микроглии ведут себя подобно макрофагам, они удаляют погибшие нервные и глиальные клетки, вирусы и бактерии. Микроглиальные клетки выполняют роль барьера между веществом мозга и омывающей его спинномозговой жидкостью; они регулируют секрецию и состав спинномозговой жидкости. 

Клетки микроглии играют очень важную роль в развитии поражений нервной системы при СПИДе. Наряду с моноцитами и макрофагами они разносят вирус иммунодефицита человека (ВИЧ) по ЦНС [3;4]. 

Микроглия развивается из мезодермальных клеток – моноцитов, циркулирующих в крови. Они проникают в ЦНС вместе с прорастающими сюда кровеносными сосудами — капиллярами [5]. 
2.3. Болезнь Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера (БА) — это неврологическое заболевание, в основе которого лежит атрофия гиппокампа, теменной и височной коры головного мозга. Основной характеристикой болезни является деменция, прогрессирующее снижение когнитивных функций (внимания, памяти, интеллекта), которое приводит к потере социально-бытовых навыков, вплоть до утраты способности к самообслуживанию. Отмечаются и другие неврологические и психические симптомы болезни, но они в меньшей степени влияют на состояние пациента.

Деменция при болезни Альцгеймера обладает рядом признаков, отличающих ее от прочих видов деменции. Альцгеймеровская деменция даже на ранних этапах значительно поражает биографическую память человека. У пациента возникают искажения в памяти и утрата воспоминаний, происходит катастрофическая потеря всего прошлого опыта человека, разрушение его личности.

Кроме того, быстро развивается апраксия, теряется способность совершать даже простые действия. Этот симптом называется апраксией. Также снижается способность пациента распознавать предметы и узнавать людей (агнозия). В дополнение к этому возникают специфические речевые нарушения: слова и слоги заменяются близкими по звучанию. Со временем речь становится всё менее связной и в конце концов может полностью утратиться (афазия) [12].
При этом первопричина заболевания до сих пор не ясна. Сначала оказалось, что при БА нарушена работа холинергической системы мозга. Была выдвинута холинергическая гипотеза развития БА, но методы лечения, основанные на компенсации недостатка ацетилхолина, победить болезнь не позволили. Потом внимание обратили на токсические свойства белка бета-амилоида (Aβ), скопления которого у больных обнаружил еще Альцгеймер. Была выдвинута амилоидная гипотеза [13], наиболее известная и распространенная по сей день. 
Амилоидная гипотеза, объясняющая причины возникновения БА, говорит, что первым этапом развития заболевания является повышенная продукция амилоидного белка Aβ (или β-амилоида), в определённых условиях (прежде всего, в высокой концентрации) претерпевающего конформационную перестройку: в его структуре начинают преобладать β-тяжи. «Перерождённый» Aβ, подобно прионам, образует нитевидные амилоидные агрегаты — нерастворимые жёсткие фибриллы больших размеров, обладающие токсическим действием и разрушающие мозг. Кроме того, амилоидная форма Aβ конвертирует «нормальный» растворимый белок в токсичную конформацию.

Амилоидная форма Aβ становится токсичной ещё до полимеризации в фибриллы: токсический эффект появляется на стадии сферических агрегатов, построенных уже из «вредных» белковых молекул с повышенным содержанием β-структур [14]. Недавно была отмеченаа прямая связь концентрации белка Aβ в спинномозговой жидкости с циркадным ритмом и недосыпанием, которое может быть одним из факторов развития болезни Альцгеймера [15].

β-Амилоид образуется в результате протеолитического расщепления мембранного гликопротеида APP (также обозначают ПБА — предшественник β-амилоида). В процессе участвуют два фермента — β- и γ-секретазы, — которые «выщепляют» β-амилоид (белок длиной 40 или 42 аминокислотных остатка) из состава предшественника и секретируют его во внеклеточную область. До недавнего времени нормальная физиологическая роль β-амилоида была неизвестна. Американские исследователи из Массачусетского госпиталя установили нормальную функцию Aβ: скорее всего, он имеет отношение к врождённому иммунитету [16].
2.4. Изменения микроглии при болезни Альцгеймера

Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее распространенной формой деменции в пожилом возрасте, характеризуется отложением амилоида, синаптической дисфункцией и нейровоспалением. Амилоидные бляшки или мелкие растворимые олигомеры бета-амилоида являются основным патогенным фактором при БА. Персистирущая микроглия/инфильтрирующие макрофаги активируются и накапливаются рядом с отложениями амилоида. Эти клетки могут играть защитную роль при БА, способствуя клиренсу амилоида путем фагоцитоза и продукцией амилоид-деградирующих ферментов [6, 7]. Вместе с тем активированная микроглия также продуцирует ряд провоспалительных медиаторов, включая потенциально нейротоксические медиаторы [8]. 

3. Практическая часть

3.1. Материалы и методы

3.1.1. Оборудование, реагенты и расходные материалы: вибротом Leica VT 1200 S, флуоресцентный микроскоп Nikon E200, предметные и покровные стекла, физиологический раствор, раствор бета-амилоида 1мкл Aβ1-42 (производитель фирма Сигма, США, 1 мг/мл в 1,0% NH4OH), раствор формалина 4%, раствор детергента (Triton X-100, 0,3%), блокирующий раствор (BSA 1%, Triton X-100 0,3%) первичные антитела кролика против белка Iba1 (1: 1000; Wako, Япония), вторичные антитела козы против кролика, меченые Alexa Fluor 488  (1: 1000; ThermoFisher, США), монтирующая среда Fluoromount (Sigma Aldrich, США), программное обеспечение ImageJ (США).
3.1.2. Ход работы

        1.  Подготовка образцов:
Образцы мозга мышей были подготовлены сотрудниками Института теоретической и экспериментальной биофизики РАН, г. Пущино.
Мышей линии BALB/c, весом 25–33 г, содержали в стандартных условиях (неограниченный доступ к пище и воде, свет включался с 9 утра до 9 вечера). В качестве контрольной группы было использовано 6 мышей, в качестве опытной – 5 мышей. Под общим наркозом мышам вживляли в мозг направляющую канюлю, которая представляла собой тонкую трубочку из нержавеющей стали (Приложения 3; 4). По этой канюле в мозг вводили шприц Гамильтона, с помощью которого впрыскивали в желудочки мозга физиологический раствор (контрольным мышам) или белок бета-амилоид (мышам опытной группы). Введение белка бета-амилоида в мозг приводит к развитию болезни Альцгеймера у экспериментальных животных. 
В течение полутора месяцев после введения препаратов в мозг животным проводили поведенческие тесты, чтобы оценить развитие болезни у мышей из экспериментальной группы. Использовали следующие тесты: Открытое поле, Приподнятый крестообразный лабиринт, Перегородка и Тест на социальное взаимодействие. 

После этого животных усыпляли при помощи наркоза, перфузировали и извлекали мозг. Мозг помещался в раствор формалина для фиксации и последующего гистологического и иммуногистохимического исследования.
 Образцы мозга мышей были подготовлены сотрудниками Института теоретической и экспериментальной биофизики РАН, г. Пущино.
Автором работы производилось приготовление срезов фиксированного головного мозга мышей контрольной и опытной групп, последующее гистологическое и иммуногистохимическое окрашивание срезов, приготовление постоянных препаратов, их анализ с помощью микроскопии и статистическая обработка фотографических изображений препаратов с помощью программного обеспечения.

Поведенческие тесты проводились сотрудниками Института теоретической и экспериментальной биофизики РАН, г. Пущино.
        2. Приготовление срезов:
Подготовка вибротома для работы: установка угла наклона лезвия, выставление углов ориентации образца и толщины срезов, наполнение чаши вибротома физиологическим раствором.  Подготовленный мозг размещается в чаше вибротома, закрепляется с помощью клея. Мозг нарезается на срезы толщиной 35 микрон. Срезы размещаются по одному в ячейках специального планшета.

     3. Иммуногистохимическое окрашивание:
Свободно плавающие срезы инкубировали с раствором детергента три раза в течение 5 минут, а затем с блокирующим раствором в течение 2 часов. Затем добавляли первичные кроличьи антитела для окрашивания микроглии и оставляли срезы в этом растворе на ночь при 4 °C. После инкубации с первичными антителами добавляли вторичные антитела на 2 часа. После промывки в растворе детергента срезы помещали на предметные стекла, подсушивали, наносили монтирующую среду и накрывали покровными стеклами.
4. Полученные препараты мозга мышей исследовали на флуоресцентном микроскопе. Фотографирование препаратов производили с 10-ти и 40-ти кратным увеличением.

5. Подсчет количества клеток на окрашенных срезах производился с помощью программного обеспечения Image G. В программе предварительно выставляются параметры исследуемых клеток (размер, длина отростков), далее по шаблону с заданными параметрами производится анализ всех фотографических изображений. 
4. Результаты и обсуждение
При увеличении 10Х наблюдаются определенные морфологические различия в структуре гиппокампа опытной и контрольной группы: контуры клеток микроглии опытной группы менее четкие, клетки меньше по размеру, чем в контрольной группе. Также отмечается неравномерное распределение клеток микроглии на срезе гиппокампа головного мозга.
Во время проведения поведенческих тестов у мышей опытной и контрольной групп наблюдались различия в коммуникации между особями. В Тесте на социальное взаимодействие все мыши опытной группы проявляли наибольшую агрессивность, вступая в драки. Мыши контрольной группы практически не взаимодействовали друг с другом.
Срез мозга мыши, контрольная группа. Гиппокамп. Увеличение 10Х.
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Срез мозга мыши, группа с моделью болезни Альцгеймера. Гиппокамп. Увеличение 10Х.
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При исследовании препаратов головного мозга мышей на увеличении 40Х также отмечаются менее четкие контуры клеток микроглии у мышей экспериментальной группы, клетки приобретают амебовидную форму, а также происходит увеличение количества клеток. Кроме того, на препаратах мозга мышей опытной группы наблюдалась более высокая интенсивность флуоресцентного сигнала.
Срез мозга мыши, контрольная группа. Гиппокамп. Увеличение 40Х.
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Срез мозга мыши, группа с моделью болезни Альцгеймера. Гиппокамп. Увеличение 40Х.
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Срез мозга мыши, группа с моделью болезни Альцгеймера. Гиппокамп. Увеличение 40Х.
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Результаты подсчета количества микроглиальных клеток в области CA3 гиппокампа.
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Статистическая обработка фотографий с помощью программного обеспечения Image G подтвердила, что в поле CA3 гиппокампа мышей с моделью болезни Альцгеймера количество микроглиальных клеток увеличивается на 44% (с 54 до 78 клеток в поле, выделенном для подсчета клеток). 
Описанные выше морфологические изменения (амебовидная форма клеток, усиление флуоресцентного сигнала и увеличение количества клеток) могут указывать на наличие воспалительных процессов в нервной ткани экспериментальных мышей. 
Для иммуногистохимичекого окрашивания препаратов использовались антитела к Iba1, который является известным маркером активации микроглии. Это - кальций-связывающий белок, специфичный для микроглии и макрофагов, который принимает участие в изменении формы мембраны и фагоцитозе в активированной микроглии. Более интенсивный флуоресцентный сигнал в клетках опытной группы может свидетельствовать об усилении синтеза данного белка и его активной роли в изменении морфологии клеток.
Таким образом, введение в мозг мышей белка бета-амилоида приводит к морфологическим изменениям клеток микроглии, которые свидетельствуют о наличии воспалительного процесса в микроглии гиппокампа.
Создание модели болезни Альцгеймера на мышах с помощью введения бета-амилоида в мозг может использоваться для изучения морфологичеких и физиологических процессов при изучении болезни Альцгеймера.
Воздействие на микроглиальные клетки мозга и подавление воспалительных процессов в нервной ткани может быть одним из способов терапии болезни Альцгеймера.
5. Выводы

1. В поле CA3 гиппокампа мышей с моделью болезни Альцгеймера количество микроглиальных клеток увеличивается на 44% по сравнению с контрольной группой. Помимо этого, клетки приобретают амебовидную форму, увеличиваясь в размерах, что свидетельствует об их активации и начале фагоцитоза. Это указывает на наличие воспалительных процессов в нервной ткани экспериментальных мышей. 
2. Изменения на гистологическом уровне происходят параллельно с изменениями поведения мышей с моделью болезни Альцгеймера: повышение числа микроглиальных клеток кореллирует с повышением агрессивности у мышей. Для того, чтобы выяснить механизмы взаимосвязи воспаления, связанного с микроглией, и изменениями в поведении, требуются дополнительные исследования.
6. Заключение

Автор работы выражает благодарность сотрудникам и руководителю лаборатории системной организации нейронов ИТЭБ РАН г. Пущино в лице Поповой И.Ю. за возможность проведения исследовательской работы и предоставленные материалы и оборудование.
Полученные в ходе работы данные позволяют рекомендовать введение бета-амилоида в головной мозг мышей для моделирования болезни Альцгеймера.
 Данная работа является подготовительным этапом для следующих экспериментов по изучению морфологических и физиологических процессов в тканях головного мозга, а именно гиппокампа, при использовании препаратов для лечения болезни Альцгеймера. 
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Приложение 1

Статистика изменения уровня заболеваемости
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Приложение 2
Типы клеток головного мозга

 а — эпендимоциты; б — астроцит, контактирующий с кровеносным сосудом; в — олигодеидроцит и формируемые им миелиновые оболочки аксона; г — микроглия 
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Приложение 3   

Схематичное изображение мозга мыши
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Приложение 4
Рисунок из атласа мозга мышей с указанием структуры «гиппокамп» и места вживления направляющей канюли - над левым боковым желудочком головного мозга. 
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