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РЕЗЮМЕ 

Цель: оценить экспрессию VEGFR1 и VEGFR2 и зрелость клеток эндотелия в нейрогенных нишах при 
экспериментальной болезни Альцгеймера (БА).

Материалы и методы. Исследование проведено на самцах мышей линии C57BL/6 в возрасте 6 мес. Экс-
периментальной группе (n = 15) вводили 2 мкл 1 мМ раствора Aβ25-35 в поле СА1 гиппокампа, контроль-
ной группе (n = 15) – физиологический раствор. Пластичность мозга оценивали на 10-е, 17- и 38-е сут 
после операции с использованием теста условной реакции пассивного избегания. Экспрессию маркеров 
(VEGFR1, VEGFR2, CLDN5) исследовали методом иммуногистохимии с помощью системы визуализации 
Image ExFluorer.

Результаты. У животных контрольной группы когнитивный тренинг стимулирует процессы неоангиоге-
неза в нейрогенных нишах головного мозга, что сопровождается формированием микрососудов со зрелым 
эндотелием. У животных с экспериментальной моделью БА регистрируется раннее и выраженное увеличе-
ние экспрессии VEGFR1 к 7-м сут после когнитивной нагрузки, сопровождаемое нарушением барьерогене-
за и высоким уровнем экспрессии VEGFR2 к 28-м сут после когнитивной нагрузки. Эти изменения сопря-
жены с формированием мелких сосудов с недостаточной структурной компетентностью клеток эндотелия.

Заключение. Неоангиогенез в нейрогенных нишах животных с экспериментальной моделью БА характе-
ризуется несостоятельностью механизмов регуляции субпопуляционного состава клеток эндотелия, нару-
шением стабилизации эндотелиального слоя и снижением скорости созревания клеток эндотелия во вновь 
образованных микрососудах к периоду манифестации когнитивного дефицита, что может способствовать 
нарушению микроциркуляции и нейрогенеза в нейрогенных нишах, а также развитию патологической 
проницаемости и нейровоспаления. В целом нарушение процессов неоангиогенеза в нейрогенных нишах, 
регистрируемое при когнитивной нагрузке животных с моделью БА, свидетельствует о возможном вкладе 
этого механизма в развитие аберрантной пластичности головного мозга.
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ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Альцгеймера (БА) характеризуется ней-
родегенеративными изменениями, в основе которых 
лежат нарушение синтеза и накопление бета-амило-
ида (Aβ) в межклеточном пространстве [1, 2]. Од-
новременно происходит скопление фосфорилиро-
ванного тау-белка внутри нейронов, что приводит к 
повреждению и гибели клеток мозга.

Changes in VEGFR1 and VEGFR2 expression and endothelial cell maturity 
in laboratory animals with a model of Alzheimer’s disease
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ABSTRACT

Aim. To evaluate the expression of VEGFR1 and VEGFR2 and the maturity of endothelial cells in neurogenic 
niches in the model of Alzheimer’s disease.

Materials and methods. The study was carried out on 6-month-old male C57BL/6 mice. The experimental group 
(n = 15) received 2 µl of 1 mM Aβ25-35 solution in the CA1 hippocampal region, while the control group (n = 15) 
received normal saline. Brain plasticity was assessed at day 10, 17, and 38 after surgery by the passive avoidance 
test. The expression of VEGFR1, VEGFR2, and CLDN5 was assessed by immunohistochemistry and the Image 
ExFluorer imaging system.

Results. In the control group, cognitive training stimulated angiogenesis in the neurogenic niches of the brain, 
which was accompanied by the formation of microvasculature with fully mature endothelium. In the experimental 
group, an early and pronounced increase in the VEGFR1 expression was observed by day 7 after cognitive training, 
which was followed by impaired barrier formation and high VEGFR2 expression by day 28 after cognitive training. 
These changes were associated with the formation of small vessels with structural incompetence of endothelial 
cells.

Conclusion. Angiogenesis in neurogenic niches of the animals with the model of Alzheimer’s disease is 
characterized by incompetent mechanisms regulating the subpopulation composition of endothelial cells, impaired 
stabilization of the endothelial layer, and a decrease in the maturation rate of endothelial cells in newly formed 
microvessels by the time of cognitive deficit manifestation. This may contribute to microcirculatory dysfunction 
and impaired neurogenesis in neurogenic niches as well as to the development of pathological permeability and 
neuroinflammation. On the whole, the disruption of angiogenesis in neurogenic niches observed in the animal 
model of Alzheimer’s disease suggests a potential contribution of this mechanism to the development of aberrant 
brain plasticity.
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Влияние Aβ на нейроны приводит к дисфункции 
клеточных мембран, нарушению сигнальных путей и 
преждевременной гибели нейронов. Эти изменения 
оказываются особенно значимыми в областях голов-
ного мозга, ответственных за формирование памяти 
и когнитивные функции, таких как гиппокамп [3]. 
Активация микроглии в ответ на аккумуляцию Aβ 
провоцирует нейровоспаление, а повреждение гема-
тоэнцефалического барьера (ГЭБ) под воздействи-
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ем Aβ инициирует нарушение барьерных функций, 
дополнительно способствуя развитию воспаления и 
повреждения ткани [4]. Кроме повреждения ГЭБ, ми-
крососуды при БА подвергаются интенсивному ре-
моделированию, что сопровождается непродуктив-
ным ангиогенезом и аберрантным барьерогенезом 
[5]. Особую значимость эти события могут приобре-
тать в нейрогенных нишах. Исследования показали, 
что при ишемическом повреждении головного мозга 
новые микрососуды с повышенной проницаемостью 
ГЭБ играют важную роль не только в развитии ней-
ровоспаления, но и в образовании новых областей 
нейрогенеза, что способствует восстановительным 
процессам в мозговой ткани [6]. 

Следует учитывать, что сосудистый скаффолд 
играет ключевую роль в регуляции нейрогенеза. В 
субвентрикулярной зоне (SVZ) повышенная про-
ницаемость ГЭБ способствует поступлению ре-
гуляторных молекул из крови в микроокружение 
нейральных стволовых клеток (НСК) и нейральных 
прогениторных клеток (НПК). В  субгрануляной 
зоне гиппокампа (SGZ) стенка микрососудов менее 
проницаема, и поэтому локально продуцирующие-
ся факторы в большей степени ответственны за ре-
гуляцию процессов поддержания пула НСК и НПК 
[7].  Такие изменения локального микроокружения 
при нейровоспалении и аберрантном ангиогенезе 
при БА, а также при других нейродегенеративных 
заболеваниях или нарушениях развития головного 
мозга снижают интенсивность нейрогенеза, что, в 
свою очередь, способствует развитию когнитивного 
дефицита [8–10]. Так, ранее мы показали [11], что в 
период, предшествующий развитию когнитивного 
дефицита у животных с экспериментальной БА, в 
SGZ гиппокампа интенсифицируются процессы раз-
деления митохондрий и аутофагии клеток эндотелия 
микрососудов, что является признаком ремоделиро-
вания микрососудов.

Роль сосудисто-эндотелиального фактора роста – 
VEGF – давно изучается в контексте нейрогенеза и 
церебрального ангиогенеза. В головном мозге рецеп-
торы VEGF экспрессируются на клетках нейрональ-
ной, глиальной, макрофагальной и эндотелиальной 
природы и регулируют различные аспекты их актив-
ности в норме и при патологии [12, 13], обеспечивая 
передачу сигналов, позитивно регулирующих проли-
ферацию, миграцию и развитие клеток.  Существует 
три вида рецепторов: VEGFR1 (Flt-1), VEGFR2 (KDR 
или Flk-1) и VEGFR3 (Flt-4). VEGFR1 и VEGFR2 
играют важную роль в регуляции ангиогенеза и 
нейрогенеза в мозге, в то время как VEGFR3 обыч-
но ассоциируется с лимфатическим ангиогенезом и 
регуляцией пролиферации клеток эндотелия лимфа-

тических сосудов [14], а основными продуцентами 
VEGF являются клетки нейрональной и глиальной 
природы [15, 16].

 С учетом того, что процессы ангиогенеза со-
провождаются приобретением клетками эндотелия 
специфического фенотипа – tip, stalk, phalanx, важ-
но упомянуть о том, что активация различных видов 
рецепторов на этих клетках обеспечивает регуля-
цию этой специализации. Так, активация VEGFR2 
на мембране tip-клеток (мигрирующих по градиенту 
концентрации проангиогенных молекул) приводит к 
повышению уровня экспрессии Dll4. Этот белок за-
тем взаимодействует с Notch-рецепторами на сосед-
них эндотелиальных клетках, что вызывает сниже-
ние экспрессии VEGFR2 и VEGFR3 в этих клетках. 
Этот процесс предотвращает конверсию stalk-клеток 
(пролиферирующих, идущих вслед за tip-клетками 
и формирующих стенку вновь образующегося ми-
крососудов) в tip-клетки (механизм латерального 
ингибирования). Активация VEGFR1 на мембране 
phalanx-клеток (обеспечивающих стабилизацию ба-
рьерной функции сосудистой стенки) способству-
ет их миграции [17, 18], причем экспрессия обоих 
типов рецепторов – VEGFR1 и VEGFR2 – в ткани 
мозга эксклюзивна для клеток эндотелия [19]. Ста-
билизация ГЭБ во вновь образованных микрососу-
дах обеспечивается за счет индукции экспрессии в 
клетках эндотелия белков плотных и адгезионных 
контактов (JAM, ZO1, CLDN5 и др.) и снижения ло-
кальной продукции VEGF, что важно для поддержа-
ния структурной целостности барьера [16, 20]. При 
несостоятельности этих механизмов барьерогенез 
является неэффективным и вероятно развитие ней-
ровоспаления. 

Целью нашей работы стала оценка экспрессии 
VEGFR1 и VEGFR2 и зрелости клеток эндотелия в 
нейрогенных нишах при экспериментальной болез-
ни Альцгеймера. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Для проведения исследования были отобраны  

30 самцов мышей линии C57BL/6. Возраст мышей 
к началу экспериментов составлял 6 мес. Животных 
содержали в стандартных условиях вивария с кру-
глосуточным доступом к пище и воде. Для анестезии 
использовался золетил-100 от компании Virbac Sante 
Animale (Франция), разведенный физиологическим 
раствором 1 : 4. Смесь вводили внутримышечно 
(дозировка 1,5 мг активного вещества на 25 г массы 
тела). Также применяли ксилу (Interchemie werken 
«De Adelaar» B.V., Нидерланды), разведенную в со-
отношении 1 : 2, которую вводили внутримышечно в 
дозировке 0,6 мг на 25 г массы.
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Была проведена стереотаксическая операция, в 
ходе которой использовались координаты: AP – 2,0; 
ML – 1,9; DV – 1,3. Опытной группе мышей (n = 
15) билатерально вводили по 2 мкл 1 мМ раствора 
Aβ25-35 (Sigma-Aldrich Co., США) непосредственно 
в гиппокамп. Контрольная группа (n = 15) получала 
аналогичные инъекции физиологического раствора в 
том же объеме.

Все исследования проводились в соответствии 
с принципами этичного обращения с животными и 
были одобрены локальным этическим комитетом 
Научного центра неврологии (протокол № 5-3/22 от 
01.06.2022).

Когнитивный тренинг. Полный протокол и ре-
зультаты тестирования когнитивных функций были 
представлены нами ранее в [11]. Для анализа приме-
нялся тест условной реакции пассивного избегания 
(УРПИ) и программа ShutAvoid 1.8.03 на оборудо-
вании Panlab Harvard Apparatus (Испания). Оценка 
проводилась на 10, 17 и 38-е сут после операции в 
дневное время (что соответствует 1, 7 и 28-м сут по-
сле когнитивного тренинга животных).

В каждой временной точке осуществляли забор 
биологического материала (по пять животных от ка-
ждой группы) через 1 ч после оценки когнитивных 
функций.

Иммуногистохимическое исследование. Для вы-
ведения из эксперимента животных анестезирова-
ли и декапитировали. Изъятый мышиный голов-
ной мозг фиксировали в 4%-м параформальдегиде 
(Wuhan Servicebio Co., Ltd., Китай), на криостате 
Tissue-Tek® Cryo3 (Sakura-Finetek, Япония) изго-
тавливали гистологические срезы толщиной 10 мкм. 
Биоматериал хранили при температуре 4 ºС.

Иммуногистохимическое окрашивание осу-
ществляли первично меченными антителами: anti-
VEGFR2 (1:250, AF6281-F488, Affinity, Китай); 
anti-CLDN5 (1:250, AF5216-F488, Affinity, Китай); 
anti-CD31 (1:250, AF6191-F555, Affinity, Китай) 
и первичными anti-VEGFR1 (1:100, FNab09393, 
FineTest, Китай) с соответствующими вторичными 
козьими антикроличьими антителами (1:100, E-AB-
1060, Elabscience, Китай). 

Перед окрашиванием срезы предварительно от-
мывали в PBS (2.1.1, ООО «Росмедбио», Россия)  
10 мин, а затем 20 мин в 0,1%-м растворе Triton 
X-100 (Calbiochem Biochemicals, США) с добавле-
нием 5%-й BSA (1126GR100, BioFroxx, Германия). 
Срезы заключали под покровное стекло с помощью 
монтирующей среды Fluoroshield Mounting with 
DAPI (Sigma Aldrich СО., F6057, США). Визуализа-
цию осуществляли на системе визуализации Image 
ExFluorer (LCI, Корея), изображения обрабатывали 

плагином для программы ImageJ [21]. Интенсивность 
экспрессии указанных маркеров характеризовали ко-
личеством клеток, экспрессирующих соответствую-
щий маркер, нормированных на 100 DAPI-позитив-
ных клеток.

Протокол иммуноблоттинга. Извлечение белков 
из гомогенатов ткани головного мозга проводилось 
с применением RIPA Lysis Buffer (Servicebio, Китай) 
на льду. Разделение белков осуществлялось методом 
электрофореза SDS-PAGE с загрузкой 40 мкг белка 
в каждую лунку. Перенос белков на нитроцеллюлоз-
ную мембрану (0,45 мкм, Bio-Rad, США) проводил-
ся с использованием аппарата для влажного электро-
переноса SVT-2 (Servicebio, Китай) при постоянной 
силе тока 300 мА в течение 30 мин. Мембрана инку-
бировалась с первичными антителами VEGF (1:1000, 
AF5131, Affinity, Китай), BDNF (1:1000, DF6387, 
Affinity, Китай), Actin (1:1500, AF7018, Affinity, 
Китай) в течение 12 ч при температуре 4 ºС. По-
сле инкубации производилась промывка мембраны 
в растворе Трис с Tween-20. Следующая инкуба-
ция мембраны со вторичными антителами (1:1000, 
SAA544Rb59, Cloud-Clone, Китай), содержащими 
пероксидазу, проводилась в течение 60 мин при 37 
ºС. Для визуализации использовался краситель DAB. 
Детекция белков проводилась с использованием си-
стемы Geldoc Go (Bio-Rad, США). Для анализа полу-
ченных изображений использовалось программное 
обеспечение Bio-Rad ImageLab.

Статистический анализ. Результаты УРПИ ана-
лизировались с использованием однофакторного 
анализа ANOVA и теста Фишера. Данные иммуно-
гистохимических исследований оценивались с помо-
щью U-теста Манна – Уитни в программном пакете 
Statistica v. 12.0 (StatSoft Inc., США). Результаты счи-
тали значимыми при p <0,05. Данные представлены 
в виде среднего значения и стандартного отклонения 
(M + σ). 

Результаты  и их обсуждение. Как мы показали 
ранее, у животных  с используемой моделью ней-
родегенерации альцгеймеровского типа к 28-м сут 
после первой сессии в УРПИ-тесте регистрирует-
ся статистически значимое снижение когнитивных 
функций [11]. Это сопровождается изменением экс-
прессии Arg3.1/Arc в нейрогенных нишах головного 
мозга животных [22], что позволяет считать прото-
кол УРПИ адекватным способом реализации когни-
тивного тренинга (обучения) в эксперименте.

Нами была проанализирована экспрессия 
VEGFR1 в нейрогенных нишах животных двух групп 
(рис. 1). У контрольной группы животных в SGZ и 
SVZ к 28-м сут наблюдается статистически значимое 
увеличение количества клеток, экспрессирующих 
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VEGFR1 по сравнению с предыдущими временными 
точками (p = 0,0450). Мы расцениваем это как индук-
цию неоангиогенеза с закономерным прогрессирую-
щим увеличением к 28-м сут количества phalanx-кле-
ток, формирующих эндотелиальный слой во вновь 
образованных микрососудах, что, вероятно, связа-
но с активизацией нейрогенеза после когнитивного 
тренинга [23]. Косвенно это подтверждается тем, 
что VEGFR1 стимулирует миграцию phalanx-кле-

ток эндотелия, участвующих в формировании новых 
микрососудов [15]. Примечательно, что этот эффект 
инвертирован у животных с БА, у которых увеличе-
ние количества VEGFR1-иммунопозитивных клеток 
регистрируется намного раньше (на 7-е сут после 
тренинга), а затем практически нивелируется. Веро-
ятно, это отражает несостоятельность механизмов 
стимулированного обучением неоангиогенеза у жи-
вотных с моделью БА [11].

Рис. 1. Количество VEGFR1-иммунопозитивных клеток в SGZ и SVZ контрольных ложнооперированных животных (К) 
и животных с интрагиппокампальным введением Aβ25-35 (А) на момент когнитивного тренинга («шок»), 7-е и 28-е сут 

после обучения, M + σ, р < 0,05
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Далее мы проанализировали экспрессию VEGFR2 
в нейрогенных нишах (рис. 2). Признаком усилен-
ного ангиогенеза, стимулированного когнитивной 
нагрузкой (обучением), у животных обеих групп в 
SGZ гиппокампа являлось увеличение количества 
VEGFR2-иммунопозитивных клеток уже к 7-м сут  
(p = 0,0495). К 28-м сут у животных контрольной 
группы количество VEGFR2+ клеток уменьшилось, 

что может быть связано со снижением числа tip-кле-
ток эндотелия и увеличением количества stalk-кле-
ток (механизм латерального ингибирования). У 
животных с БА этот механизм оказывается неэффек-
тивным, так как количество VEGFR2-иммунопози-
тивных клеток остается стабильно высоким в обеих 
нейрогенных нишах до 28-х сут наблюдения, соот-
ветствующих проявлению когнитивной дисфункции. 

 Рис. 2. Изменение количества VEGFR2-иммунопозитивных клеток в SGZ, SVZ контрольных ложнооперированных живот-
ных (К) и животных с интрагиппокампальным введением Aβ25-35 (А) на момент обучения («шок»), 7-е и 28-е сут после 

обучения: количество VEGFR2-иммунопозитивных клеток нормировано на 100 DAPI+ клеток, M + σ, р < 0,05
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Таким образом, неоангиогенез в нейрогенных 
нишах животных с экспериментальной моделью БА 
характеризуется несостоятельностью механизмов 
регуляции субпопуляционного состава клеток эндо-
телия и нарушением стабилизации эндотелиального 
слоя во вновь образованных микрососудах к периоду 
манифестации когнитивного дефицита (28-е сут по-
сле обучения).

При оценке уровня VEGFA в ткани головного 
мозга (рис. 3) мы обнаружили, что к 28-м сут после 
обучения и у контрольных животных, и у животных 

с Аβ-моделью количество этого ангиогенного фак-
тора прогрессивно снизилось, но статистически зна-
чимых различий в динамике между контрольной и 
экспериментальной группами не выявлено. Таким 
образом, уровень VEGF в ткани головного мозга не 
связан с зарегистрированной инверсией экспрессии 
VEGFR1 и VEGFR2 в нейрогенных нишах у живот-
ных обеих групп. Вероятно, локальные изменения 
стимулированной обучением продукции VEGFA в 
SGZ и SVZ могут быть ответственными за наблюда-
емые эффекты, и это требует дальнейшего изучения.

Рис. 3. Денситометрический анализ имммуноблот-
тинга гомогената ткани головного мозга ложно- 
оперированных животных (Контроль) и живот-
ных с интрагиппокампальным введением Aβ25-35 
(Амилоид) на предмет экспрессии VEGFA, нор-
мированной относительно экспрессии β-актина: 
ns – отсутствует статистически значимое различие 

между группами, M + σ, р < 0,05
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С учетом полученных данных о том, что при экс-
периментальной БА в нейрогенных нишах головного 
мозга процессы ангиогенеза, простимулированные 
когнитивной нагрузкой, сопровождаются вероятным 
нарушением формирования эндотелиального слоя, 
далее мы оценили, как это соотносится со зрелостью 
клеток эндотелия. Для этого мы проанализировали 
отношение числа CLDN5-экспрессирующих клеток 
эндотелия к общему числу CD31-иммунопозитив-

ных клеток в нейрогенных нишах (рис. 4). Примеча-
тельно, что в SGZ у животных с моделью экспери-
ментальной БА, в отличие от животных контрольной 
группы, регистрируется статистически значимое 
снижение доли зрелых эндотелиоцитов (клетки 
CLDN5+

, CD31+) к 28-м сут наблюдения. В SVZ 
схожие изменения развиваются раньше клетки на  
7-е сут, т. е. в период, предшествующий манифеста-
ции когнитивного дефицита. 

Рис. 4. Изменение доли клеток CLDN5+ в популяции эндотелиоцитов CD31+ в SGZ и SVZ контрольных ложноопериро-
ванных животных (К) и животных с интрагиппокампальным введением Aβ25-35 (А) на момент обучения («шок»), 7-е  

и 28-е сут после обучения, M + σ, р < 0,05
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При оценке особенностей экспрессии двух под-

типов рецепторов VEGF и белка плотных контактов 
в клетках эндотелия микрососудов SGZ и SVZ мы 
установили, что обучение (когнитивный тренинг) 
животных контрольной группы приводит к интен-
сификации неоангиогенеза в нейрогенных нишах 
головного мозга, и это, вероятно, необходимо для 
поддержания эффективного нейрогенеза. Указанные 
события сопровождаются субпопуляционными из-
менениями клеток эндотелия (механизм латерально-
го ингибирования), признаками их созревания (уве-
личение экспрессии CLDN5) в течение 28 сут после 
обучения, что соответствует периоду формирования 
новых нейронов в нейрогенной нише [24]. 

У животных с экспериментальной моделью БА 
ангиогенез в нейрогенных нишах тоже индуцирует-
ся после когнитивного тренинга. Однако к моменту 
проявления когнитивного дефицита (28-е сут после 
обучения) в этих регионах головного мозга регистри-
руется статистически значимое снижение количества 
VEGFR1-экспрессирующих клеток и сохранение вы-
сокого уровня VEGFR2-экспрессирующих клеток, 
что свидетельствует о несостоятельности формиро-
вания стабильного эндотелиального слоя, вероятно, 
вследствие нарушения механизмов латерального ин-
гибирования. Изменение процессов неоангиогенеза 
в нейрогенных нишах, регистрируемое при когни-
тивной нагрузке животных с моделью болезни Аль-
цгеймера, свидетельствует о возможном вкладе этого 
механизма в развитие нейровоспаления, несостоя-
тельности локальной микроциркуляции и формиро-
вание аберрантной пластичности головного мозга.
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