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Болезнь Альцгеймера (БА) — одно из самых рас�
пространенных нейродегенеративных заболеваний
и наиболее часто встречающаяся форма демен�
ции у людей пожилого возраста. В мире в 2006 г.
было зарегистрировано 26.6 млн человек с БА, а
к 2050 г. число таких пациентов может увеличить�
ся в 4 раза [9], поэтому поиск эффективных и
безопасных препаратов для лечения нейродеге�
неративных заболеваний остается актуальной за�
дачей современной геронтологии и молекулярной
медицины.

Клиническое проявление БА — прогресси�
рующее расстройство памяти, связанное с пора�
жением гиппокампа. С течением времени ней�
родегенеративные процессы распространяются
на теменную долю лобной коры и поясной изви�
лины. Большинство случаев возникновения БА
имеет спорадический характер и выявляется у
лиц старше 65 лет. Существует гипотеза, что в
основе БА лежит нарушение экспрессии генов,
кодирующих следующие белки: предшественник
амилоида (amyloid precursor protein; АРР), пре�
сенилин�1 (PSEN1) и пресенилин�2 (PSEN2). АРР
подвергается расщеплению �, � и �секретаза�
ми. При расщеплении APP � и �секретазами
происходит формирование фрагмента А длиной
от 39 до 42 аминокислотных остатков [10]. Пре�
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сенилины входят в состав протеазного комплек�
са �секретазы и являются ключевыми каталити�
ческими субъединицами. При БА мутации в генах
APP и PSEN1, PSEN2 способствуют формирова�
нию внеклеточного фрагмента A длиною 42 ами�
нокислотных остатка (A42), накопление которого
способствует формированию амилоидных олиго�
меров [10].

Механизм токсичного действия A42 пока
неизвестен, однако исследования последних лет
указывают на синаптическую дисфункцию, инду�
цируемую амилоидными олигомерами. В связи с
этим полагают, что потеря синаптических контак�
тов между нейронами лежит в основе клеточных
механизмов когнитивных нарушений и потери па�
мяти [6]. На ранней стадии нейродегенеративные
заболевания, в том числе и БА, характеризуются
нарушением формирования синаптических кон�
тактов или потерей их стабильности, что выража�
ется в уменьшении количества постсинаптичес�
ких структур, называемых дендритными шипика�
ми [7]. Дендритные шипики представляют собой
специфические отростки на дендритном древе
нейронов гиппокампа, которые выполняют важную
роль в процессах формирования памяти и обуче�
ния. Шипики являются динамичными структурами,
поэтому предполагают, что изменения в их мор�
фологии отражают функциональные изменения в
синапсе [8]. В частности, грибовидные шипики, ко�
торые являются стабильными постсинаптическими
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контактами и считаются шипиками “памяти”, наи�
более подвержены элиминации при нейродегене�
ративных заболеваниях, в том числе при БА.

Новым перспективным подходом к лечению
нейродегенеративных заболеваний может стать
применение нейропротективных пептидов. Поли�
пептидный препарат “Церебролизин” был эффек�
тивен у пациентов с легкой и средней формой БА
[14], а в исследовании на трансгенных мышах с
БА этот полипептид приводил к уменьшению вы�
раженности патологии синапсов [2]. Однако поли�
пептидные лекарственные препараты могут обла�
дать аллергизирующим действием.

В Санкт�Петербургском институте биорегуля�
ции и геронтологии были сконструированы и синте�
зированы короткие пептиды EDR и KED, обладаю�
щие нейропротективными и вазопротективными
свойствами [1,3�5]. Пептиды KED и EDR снижают
апоптоз и повышают синтез серотонина в нейро�
нах коры головного мозга при их старении. Сочетан�
ное пероральное применение биологически актив�
ной добавки “Пинеалон” (действующее вещество —
пептид EDR) и “Везуген” (действующее вещест�
во — пептид KED) было эффективным у больных
с черепно�мозговой травмой, церебрастенией, при
снижении памяти и внимания у лиц пожилого воз�
раста [1,2]. Кроме того, пептид EDR обладает вы�
раженным антиоксидантным действием [9].

Цель данного исследования — изучить влияние
пептидов EDR и KED на количество шипиков ней�
ронов культуры гиппокампа мышей в модели БА.

Методика исследования
Исследования проводили на первичных диссоции�
рованных культурах клеток гиппокампа мышей
дикого типа линии C57Bl/6 (“Jackson Laboratory”).
В работе использовали недавно разработанную
физиологичную модель БА in vitro, позволяющую
моделировать ранние стадии заболевания, воспро�
изводя синаптотоксичное действие амилоидных
олигомеров в нейрональной культуре [11]. В ка�
честве критерия оценки нейропротективного дейст�
вия трипептидов KED и EDR в культуре нейронов
при моделировании БА было выбрано восстанов�
ление количества грибовидных дендритных шипи�
ков, которые характеризуют количество функ�
ционально активных синаптических контактов.

Культуры содержались в инкубаторе при 37оС
и 5% СО2 в среде следующего состава: Neurobasal�
A, 1% ЭТС, 0.5 мМ L�глутамин, 2% бессывороточ�
ная добавка B�27 (все компоненты “Gibco”). Для
визуализации морфологии синаптических контак�
тов культуру клеток трансфицировали плазмидой
pCSGFP2:td�tomato (“Addgene”), кодирующей крас�
ный флюоресцентный белок, методом кальций�
фосфатной трансфекции на 7�е сутки культивиро�

вания с помощью коммерческого набора (“Clontech
Laboratories Inc.”). На 12�е сутки культивирования
в культуру нейронов добавляли синтетические оли�
гопептиды A42 (“Ana Spec Inc.”) в конечной кон�
центрации 0.1 мкМ. На 15�е сутки культивиро�
вания нейроны разделяли на группы: 1�я — конт�
рольная (добавление среды для культивирования
Neurobasal�A); 2�я — контрольная с добавлением
A42; группа 3А — добавление A42 и пептида
EDR (20 нг/мл), 3Б — добавление A42 и пепти�
да EDR (200 нг/мл); группа 4А — добавление A42
и пептида KED (20 нг/мл); 4Б — добавление A42
и пептида KED (200 нг/мл). На 16�е сутки культи�
вирования нейрональные культуры фиксировали
в 4% растворе параформальдегида рН 7.2 и ана�
лизировали морфологию дендритного древа ней�
ронов гиппокампа на конфокальном микроскопе.
Морфологию шипиков исследовали на конфокаль�
ном микроскопе (“Thorlabs”) путем получения се�
рии срезов при 100�кратном увеличении на объек�
тиве (UPlan S Apo; “Olympus”). Анализировали по
7 трансфицированных нейронов для каждой изу�
чаемой группы из 3 разных культур. Анализ мор�
фологии дендритных шипиков проводили в про�
грамме “Neuron Studio software package” [12] по
ранее описанной методике [13], позволяющей ав�
томатически реконструировать трехмерное изо�
бражение шипиков и распределять их в 3 группы
(грибовидные, тонкие, пеньковые) по заданным
параметрам.

Статистическую обработку полученных ре�
зультатов проводили в программе “Microsoft Excel”.
Данные представлены в виде среднего значения±
доверительный интервал. Статистическому ана�
лизу подвергали по 10 нейронов для каждой груп�
пы из 3 разных культур (т.е. всего по 30 нейронов
в группе). Принадлежность выборок к нормально�
му распределению проверяли с помощью крите�
рия Шапиро—Уилка. Все выборки в исследовании
имели нормальное распределение. Достоверность
попарных различий между группами определяли
с помощью критерия Стьюдента. Критический
уровень значимости нулевой гипотезы был равен
95% (р<0.05).

Результаты исследования
В норме (1�я группа) в культуре гиппокампа доля
грибовидных шипиков составляла 37.7%. При мо�
делировании амилоидной синаптотоксичности (2�я
группа 2, модель БА) количество грибовидных ши�
пиков в культуре гиппокампа снижалось в 1.34
раза — до 24.9% (рис. 1, 2). Под действием пеп�
тида EDR в концентрации 20 нг/мл (группа 3А)
количество грибовидных шипиков в культуре ней�
ронов гиппокампа достоверно увеличивалось по
сравнению со 2�й группой в 1.35 раза и составило
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33.6%. Однако этого оказалось недостаточно для
восстановления количества грибовидных шипиков
до уровня нормы (1�я группа). При добавлении в
культуральную среду пептида EDR в концентра�
ции 200 нг/мл (группа 3Б) наблюдалось восстанов�
ление количества грибовидных шипиков до 42.6%
(несколько больше, чем в 1�й группе). Таким об�
разом, пептид EDR в концентрации 200 нг/мл по�
вышал (в 1.71 раза) количество грибовидных ши�
пиков нейронов в модели БА до уровня нормы.

При добавлении пептида KED в концентрации
20 нг/мл (группа 4А) количество грибовидных ши�
пиков в культуре гиппокампа не изменялось по
сравнению со 2�й группой (рис. 1). При этом в кон�
центрации 200 нг/мл пептид KED (группа 4Б) повы�
шал количество грибовидных шипиков в 1.2 раза

по сравнению со 2�й группой. Однако, несмотря
на увеличение количества грибовидных шипиков
при добавлении пептида KED в концентрации 200
нг/мл, количество шипиков не восстанавливалось
до уровня нормы (1�я группа). Общая плотность
дендритных шипиков — 4.1±0.7 шипика на 10 мкм
в 1�й контрольной группе, 3.7±0.6 шипика на 10 мкм
в группе с моделью БА (2�я группа). После добав�
ления трипептидов наблюдалась тенденция к уве�
личению плотности шипиков.

Полученные данные подтверждают и допол�
няют результаты проведенных ранее исследований,
показавших нейропротективную активность пеп�
тида EDR. В клиническом исследовании у 72 па�
циентов с последствиями черепно�мозговой трав�
мы и церебрастенией применение биологически

Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2.Рис. 2. Влияние пептидов EDR и KED на морфологию дендритных шипиков в первичной культуре клеток гиппокампа
мышей в условиях амилоидной синаптотоксичности (модель БА). Конфокальная микроскопия, 100. Визуализация
с помощью плазмиды TD_tomato, кодирующей красный флюоресцентный белок.

Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1.Рис. 1. Влияние пептидов EDR и KED на количество
грибовидных шипиков в первичных культурах нейронов
гиппокампа в норме и в условиях амилоидной синапто7
токсичности (модель БА).

р<0.05 по сравнению *с 17й группой, +со 27й группой.

Трипептиды восстанавливают количество шипиков нейронов в модели болезни Альцгеймера in vitro
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активной добавки “Пинеалон” на основе пептида
EDR в дополнение к стандартной терапии приводи�
ло к улучшению памяти, снижению длительности
и интенсивности головных болей, появлению эмо�
циональной уравновешенности, повышению рабо�
тоспособности [2]. В модели экспериментальной
пренатальной гипергомоцистеинемии у крыс пеп�
тид EDR нормализовал функциональную актив�
ность ЦНС [5]. В культурах гранулярных клеток
мозжечка под действием пептида EDR увеличивал�
ся лаг�период активации МАР�киназы и снижался
уровень АФК [5]. Выявленная в данной работе
способность пептида EDR препятствовать потере
грибовидных шипиков нейронов, наблюдающейся
при БА, является еще одним важным нейропро�
тективным эффектом данного пептида. Таким об�
разом, пептид EDR может являться молекулой,
способствующей предотвращению развития БА.

Как уже упоминалось, полипептидный лекарст�
венный препарат “Церебролизин” применяется для
лечения БА. Метаанализ эффективности цереб�
ролизина при лечении БА включал 6 рандомизи�
рованных, двойных слепых плацебоконтролируе�
мых клинических исследований. Установлено, что
церебролизин улучшал общее состояние пациентов
с легкой и средней формой БА [14]. В исследова�
нии на трансгенных мышах с БА (линия mThy1�
hAPP751) внутрибрюшинное введение цереброли�
зина приводило к уменьшению проявлений ней�
родегенерации — снижению содержания амилои�
да в мозге и выраженности патологии синапсов
[2]. То есть при исследовании церебролизина, как
и пептида EDR, было показано влияние на мор�
фологию нейронов. Вполне возможно, что пептид
EDR и церебролизин могут проявлять сходные эф�
фекты при БА на уровне морфологии нейронов.

Таким образом, пептид EDR может быть ре�
комендован для дальнейшего экспериментального
изучения на животных в моделях БА для созда�
ния средства профилактики и лечения начальных
форм этой нейропатологии, не обладающего по�
бочными эффектами полипептидного препарата
“Церебролизин”.

Работа выполнена при поддержке РНФ (грант
№ 14�25�00024), Министерства образования и науки
РФ (государственное задание № 17.991.2017/ПЧ).
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