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Изучено нейропротекторное взаимодействие нанокристаллов галлуазита на восстановление нейронов, 

стимулирующее действие на центральные дофаминовые рецепторы, ингибирования агрегации ß-

амилоидных белков. Молекулы галлуазита характеризуются высокой липофильностью, сильным срод-

ством к электрону, большой сфероидной поверхностью и способностью к самоассоциации с образова-

нием кластеров, что обусловливает его многие биологические эффекты. Показаны выраженные нейро-

протекторные свойства нанокристаллов галлуазита 
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1. Введение 

Болезнь Альцгеймера – прогрессирующее нейро- 

дегенеративное заболевание, наиболее распростра-

ненная форма деменции. Течение болезни характери-

зуется длящимся годами неуклонным ухудшением 

состояния больного, быстрой инвалидизацией с по-

терей способности к самостоятельной жизнедеятель-

ности и, в конечном итоге,гибелью нейронов [1]. В 

рамках наиболее распространѐнной амилоидной ги-

потезы считается, что важную роль в запуске необра-

тимых изменений в мозге пациента играет пептид 

Aβ42. Эта форма способна образовывать олигомеры 

и нерастворимые скопления значительного числа мо-

нопептидов в структуре бета-складки, которые полу-

чили название амилоидных бляшек [2]. Амилоидные 

бляшки вызывают патологические изменения в мозге 

больного, которые проявляются в образовании ней-

рофибриллярных клубков, нарушении синаптической 

передачи, гибели нейронов и возникающей вслед-

ствие этого деменции [3]. По современным представ-

лениям, Aβ42 запускает сложный комплекс процес-

сов на биохимическом и клеточном уровнях, которые 

в конечном счѐте приводят к нейродегенеративным 

изменениям в мозге [4]. Для снижения уровня Aβ42 

ведѐтся поиск препаратов, которые препятствуют его 

образованию в мозге или удаляют уже образовавши-

еся бляшки в тканях. Эти исследования проводятся 

по трѐм основным направлениям: как воспрепятство-

вать образованию Aβ42, как очистить уже накопив-

шиеся бляшки Aβ42 и как предотвратить олигомери-

зацию Aβ42. В 1995 году исследователям удалось 

вывести линию трансгенных мышей с мутантным че-

ловеческим геном APP, в мозге которых накаплива-

лись амилоидные бляшки. Эти мыши хуже справля-

лись с задачами, в которых требовалось запоминание 

информации, и они стали моделью для изучения дей-

ствий перспективных противоамилоидных препара-

тов [5]. Однако до сих пор никакие препараты, испы-

тывавшиеся на мышах, не показали свою эффектив-

ность на людях. Одной из возможных причин неудач 

переноса результатов исследований на мышах на че-

ловека может быть различие в нейрохимии и патофи-

зиологии мышиных и человеческих нейронов. В свя-

зи с этим исследования фундаментальных механиз-

мов патогенеза БА приобретают большое значение. 

Понимание молекулярных основ патологии необхо-

димо не только для разработки методов терапии, но и 

ранней диагностики, которая крайне затруднена дли-

тельным течением бессимптомного этапа болезни. 

Бляшки образованы главным образом бета-амилоид- 

ным пептидом (Aβ), имеющим молекулярную массу 

4 кДа и длину около 40 аминокислотных остатков 

[6]. Aβ представляет собой фрагмент трансмембран-

ного белка предшественника бета-амилоида АРР 

(amyloidprecursorprotein) обнаруженного во многих 

тканях, включая синапсы нейронов.Стратегии созда-

ния лекарственных препаратов, направленных на 

предотвращение накопления амилоидных бляшек 

при болезни Альцгеймера, включают снижение кон-

центрации амилоидогенных белков [7]. 

 

2. Литературный обзор 

Одним из факторов, приводящим к гибели 

нервных клеток и когнитивным нарушениям, являет-

ся патологическое накопление в ткани мозга агрега-

тов βА пептида, являющегося основным компонен-

том сенильных бляшек – характерных морфологиче-

ских признаков БА. Аβ, являясь продуктом протео-

литического расщепления АРР, имеет ярко выражен-

ные фибриллогенные свойства, и его олигомеры яв-

ляются токсичными для нервных клеток, вызывая их 

дегенерацию и гибель [8]. Это обусловленообразова-

ниемнеправильно свернутыми белками или пептида-

ми высокоорганизованных фибриллярных агрегатов, 

или амилоидных фибрилл [9]. Амилоидные фибрил-

лы представляют собой протяженные β-складчатые 

листы, в которых β-тяжи расположены перпендику-

лярно оси фибриллы(кросс-β-структура). В связи с 

патологической и функциональной ролью амилоид-

ных фибрилл, особую актуальность приобретают ис-

следования, направленные на усовершенствование и 

поиск методов детектирования фибриллярных агре-

гатов и их восстановление с возможностью коррек-

ции нейропротекторного эффекта. Нейротоксичность 

амилоидных пептидов проявляется нарушением Ca2+-

гомеостаза, индукцией окислительного стресса, эк-

сайтотоксичностью, воспалительными процессами, 

интенсификацией апоптоза. Последний эффект мо-

жет быть, в частности, реализован путем индукции 
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открытия митохондриальных пор. В последнем слу-

чае гибель клеток может происходить также и по ме-

ханизму некроза [10]. Для этого заболевания харак-

терны мутации упомянутых генов – APP, PSN-1 и 

PSN-2. Риск возникновения спорадической формы 

бета – амилоидных белков в настоящее время связы-

вают с усиленной экспрессией в тканях мозга гена 

аполипопротеина Е (АРОЕ). Было показано, что 

АРОЕ связывается с Аβ и вместе c ним образует се-

нильные бляшки [11]. 

 

3. Цели и задачи статьи 

Цель исследования – изучение нейропротек-

торныхи антиоксидантных свойств нанотубулярного 

галлуазита с возможностью создания нового нейро-

протекторного препарата для лечения и  профилакти-

ки нейродегенеративных заболеваний головного моз-

га на основе состава нанокристаллов галлуазита. 

Для достижения цели были поставлены сле-

дующие задачи: 

1) изучить терапевтический эффект на нейро-

генез нейронов при применении нанокристаллов гал-

луазита; 

2) выявить возможность антиоксидантной за-

щиты нейронов от свободных радикалов; 

3) изучить молекулярный процесс восстанов-

ления нейронов нанокристаллами галлуазита; 

4) выявить восстановление синтеза амилоид-

ных белков; 

5) изучить способность нанокристаллов галлуа-

зита восстанавливать мутированные гены APP, PSN-1  

и PSN-2; 

6) изучить биохимический путь влияния нано-

тубулярного галлуазита на нейрогенез. 

 

4. Материалы и методы 

Для достижения полученных результатов нами 

у лабораторных мышей линии C57BL/6был воспро-

изведен дефектагрегации ß-амилоидных белков в го-

ловном мозге с последующей отмиранием нейронов 

и мутацию в генах APP, PSN-1 и PSN-2. Получили 

модифицированный нанотубулярный галлуазит.  

Нейропротекторное действие нанокристаллов 

галлуазита на нейроны обусловлено связыванием 

свободных радикалов кислорода и антиоксидантным 

действием. Мы исследовали нанокристаллы галлуа-

зита на возможность антиоксидантного воздействия 

и влияния восстановления нейронов в лечении 

нейродегенеративных заболеваний в эксперименте у 

лабораторных животных. Были впервые выявлены 

биологические свойства и молекулярные механизмы 

влияния нанокристаллов галлуазита на коррегирова-

ние когнитивных процессов, восстановление про-

странственной памяти в головном мозге и восстанов-

лении процессов синтеза белков, амилоидогенез.  

Известно, что нанокристаллы галлуазита обла-

дают уникальной пространственной и электронной 

структурой, обуславливающей выраженные доно- 

рно-акцепторные, биологические и фотофизические 

свойства. 

Галлуазит является одним из распространен-

ных глинистых минералов (рис. 1). Формула галлуа-

зита Al2Si2O5(OH)4 х nH2 O, где n=0 и 2, однако хи-

мический состав минерала может незначительно ва-

рьировать. Структура и химический состав галлуази-

та близки к каолиниту, дикиту или накриту, однако 

алюминосиликатные слои в галлуазите разделены 

молекулами воды, что и является главным отличием. 

Прослойка воды в галлуазите является слабо связан-

ной и дает расстояние около 10 Å между слоями, при 

дегидратации галлуазита мы получаем его фор- 

му 7 Å, которая очень близка к каолиниту, как сооб-

щалось ранее [1]. Любая форма галлуазита (гидрати-

рованная или дегидратированная) имеют большую 

склонность к интеркаляции органических молекул. 

Частицы галлуазита могут принимать различные 

формы, самой распространенной из которых является 

удлиненная трубочка (рис. 1, а). Доминирующая 

форма галлуазита трубчатая. Другая форма сфериче-

ский галлуазит с диаметром шариков в диапазоне от 

0,05 до ~0,50 мм. Псевдосферические или сфериче-

ские частицы часто встречаются в вулканическом 

пепле и пемзе [2]. 

 

 
 

а 
 

 
б 

Рис. 1. Нанокристаллический галлуазит:  

а – измельченный порошок галлуазита до модифика-

ции (общий вид); б – нанокристаллы галлуазита по-

сле выделения и модификации (трансмиссионная 

электронная микроскопия) 
 

В исследованиях использовались черные лабо-

раторные мыши C57BL/6 20 – месячного возраста в 
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количестве 60 животных у которых предварительно в 

возрасте 3 месяца был воспроизведен дефект агрега-

ции ß-амилоидных белков в головном мозге с после-

дующей отмиранием нейронов. Животные были раз-

делены на опытную и контрольную группы. У мы-

шей наблюдались приступы с потерей сознания, по-

теря чувствительности, отмирание нейронов, повы-

шенная возбудимость, нейропатия. Мышам линии 

C57BL/6в хвостовую вену два раза в сутки вводились 

нанокристаллы галлуазита предварительно модифи-

цированные монтмориллонитом. Концентрация рас-

твора наночастиц составляла 0,1 %. Длина нанотру-

бок не превышала 500 нм. В данной работе были 

проведены исследования на изменения амилоидов 

после применения нанокристаллов галлуазита с по-

мощью флуорисцентного детектирования и конфо-

кальной микроскопии для анализа изменения амило-

идных белков в головном мозге мышей. 

Проводили флуоресцентное детектирование 

амилоидных агрегатов. Фибриллы получали из гип-

покампа, гемоглобина и рибонуклеазы путем инку-

бации белков при денатурирующих условиях (глици-

новый буфер, рН=2.0, 60 °С) в течение двух недель. 

Окрашивание проводили с помощью классического 

амилоидного маркера Тиофлавина Т (ThT). Методом 

флуоресцентной микроскопии были обнаружены 

надфибриллярные агрегаты одиночные фибриллы 

этих белков. Эти агрегаты являются, предположи-

тельно, скоплениями амилоидных фибрилл, которые 

образуются в процессе их «старения» (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Амилоидные отложения по периферии клеток 

гиппокампа головного мозга мышей, наблюдаемые 

по двойному лучепреломлению при окрашивании 

красителем конго красным 
 

Далее проводили конфокальную микросок-

пию. Анализ агрегации и локализации белков, сли-

тых с синим флуоресцентным белком CFP и желтым 

флуоресцирующим белком YFP, проводили при по-

мощи лазерного сканирующего конфокального мик-

роскопа Leica TCS SP5 “Leica Microsystems GmBH” 

(Германия) и лазерного сканирующего конфокального 

микроскопа Leica TCS SP5 MP “Leica Microsystems 

GmBH” (Германия). Условия: для CFP – возбуждаю-

щий лазер 458 нм, запирающий фильтр 462–510 нм, 

для YFP – возбуждающий лазер 514 нм, запирающий  

 

фильтр 518–580 нм, для DAPI – возбуждающий лазер 

405 нм, запирающий фильтр 425–475 нм. Микроско-

пию проводили на вторые сутки получения материа-

ла. Для приготовления микропрепаратов клетки гип-

покампа суспендировали в стерильной воде и равно-

мерно распределяли по поверхности предметных 

стекол “Polylysineslides” (“Gerhard Menzel GmBH”, 

Германия). После высыхания воды, препараты за-

ключали в среду “VECTASHIELD Mounting Media” 

(“Vector Laboratories”, США) или “VECTASHIELD 

Mounting Mediawith DAPI” (“Vector Laboratories”, 

США) для окраски красителем DAPI, и накрывали 

покровными стеклами. 

Для расчета частоты агрегации количество 

клеток, в которых выявлялись агрегаты, делилось 

на общее количество клеток, в которых выявлялся 

сигнал флуоресцентного белка. Для определения 

частоты локализации агрегатов выбирались клетки, 

в которых присутствовали сигналы обоих исследу-

емых белков, и определялось количество клеток, в 

которых локализация этих сигналов совпадает. В 

1-й, 3-й, 7-й и 15-й дни исследования проводили 

отбор крови из хвостовой вены на определение 

концентрации 8,12 – изопростана (IPF2A) иммуно-

ферментативным методом в плазме крови, что яв-

ляется важным биомаркером продуктом перекис-

ного окисления жирных кислот и пропорционально 

связан с уровнем Aβ (рис. 6). Параллельно мы ис-

пользовали тесты на сообразительность и поиск 

выхода из лабиринта, пытаясь понять улучшил ли 

галлуазит память и повлиял ли он на число бляшек 

в нейронах гиппокампа, на восстановление когни-

тивных функций.  

 
5. Результаты исследования и их обсуждения 

С помощью методов флуорисцентного де-

тектирования и конфокальной микроскопии было 

установлено, что процент жизнеспособных клеток 

составлял 98 % после применения нанокристаллов. 

При исследовании фармакокинетики нанокристал-

лов галлуазита было установлено, что после под-

кожного введения мышам в дозе 5 нг/г массы тела 

быстро нарастала его концентрация в крови и па-

раллельно в ликворе головного мозга, что говорит 

о его свободном прохождении через гематоэнце-

фалический барьер. У взрослых животных он по-

вышал количество митозов нейронов в субвентри-

кулярной зоне и ольфакторных трактах, регулируя 

текущий нейрогенез особым гуморальным спосо-

бом. Таким образом, нанокристаллы галлуазита 

осуществляют сложную регуляцию генерации de 

novo клеток мозга. Было установлено уменьшение 

амилоидных агрегатов с 98,9 % до 2 % (рис. 3). 

Нанокристаллы галлуазита проникают в клетку и 

ее цитоплазму, куда проникают непосредственно 

через клеточную мембрану, не повреждая ее. При 

этом вещество не проявляет специфичной тропно-

сти к органеллам нейральных прогениторов. Нано-

кристаллы полностью метаболизируются в клетках 

до воды и молекулярного кислорода. 
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Рис. 3. Конфокальная микроскопия анализа влияния нанокристаллов на восстановление нейропротекторного 

эффекта: а – амилоидные образования (красный цвет); б – рассасывание амилоидных образований и нейрогенез 

нейронов (конфокальная сканирующая микроскопия) 

 

Большое количество клеток с отсутствием лока-

лизации сигнала говорит об отмирании нейронов, нару-

шении метаболизма клеток, апоптозе клеток и наруше-

нии нейронной проводимости клеток гиппокампа. 

Нарушение кальциевого транспорта и накопление кис-

лород – содержащих радикалов инициирует апоптоз и 

некроз нейронов гиппокампа и головного мозга. Именно 

поэтому мы стали изучать возможность влияния в 

первую очередь на биохимическую коррекцию системы 

кальциевого транспорта и снижением воздействия сво-

бодных радикалов на нейроны. Этим требованиям отве-

чает нанокристаллический галлуазит модифицирован-

ный монтмориллонитом, обладающий возможностью 

поглощать свободные формы кислорода (рис. 4). 

 

 
Рис. 4. Взаимосвязь процессов кальциевого транспорта и формирования кислород-содержащих  

радикальных метаболитов (ОСРМ) с основными процессами, инициирующими апоптоз клеток и влияние  

нанотубулярного галлуазита на захват свободного кислорода и ингибирование апоптоза 
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Рис. 5. Динамика содержания амилоидных белков (%) в гиппокампе мышей 20-месячного возраста при  

действии нанокристаллов галлуазита в период проведения исследования 

 

 
Рис. 6. Динамика уровня 8 – изопростана в плазме крови мышей опытной группы в период проведения  

исследования (зависимость концентрации изопростана pg/ml и продолжительности исследования) 

 

 

Появление наногаллуазита в мозге действи-

тельно улучшило память грызунов и очистило их 

гиппокамп от обрывков бета – амилоидов. Первые 

положительные эффекты нами были замечены на 

первый день после введения мышам наногаллуазита. 

В среднем, через 3 дня концентрация бета – амилои-

дов в крови животных снизилась из 127 % до 60 %, 

через 7 дней до 37 %, через 15 дней наблюдались 

следы бета – амилоида (рис. 5). Мы полагаем, что 

галлуазит стимулирует выработку пептида – фермен-

та неприлизина, который участвует в лизисе обрыв-

ков неправильно собранных пептидов, в том числе и 

бляшек из остатков белка АРР. 

Наногаллуазит сокращает количество и в то же 

время удваивает количество вновь образованных 

нейронов в зоне гиппокампа. Было показано сниже-

ние воспаления и окислительного стресса гиппокам-

па мозга, сопровождающее заболевание.  

 

6. Выводы 

Результатами исследования стали cледующие 

данные подтверждающие нейропротекторное дей-

ствие нанокристаллов галлуазита на нейроны гиппо-

кампа мышей по уменьшению амилоидных белков.  

1. Были получены данные анализа изменения 

амилоидных агрегатов после применения нанокри-

сталлов галлуазита. 

2. Доказано уменьшение синтеза амилоидных 

белков и их разрушение. 

3. Восстанавливается структура нейронов. 

4. Показано, что в условиях in vivo количество 

нейронов при введении водорастворимые нанокри-

сталлы галлуазита в концентрации 20 нм увеличива-

ется почти в 2 раза по сравнению с контролем. При-

этом сохраняется их пролиферативная активность в 

течении всего периода исследования. 

5. Уменьшается образование нейросфер. 

6. Конфокальный ультраструктурный анализ 

показал, что нанокристаллы галлуазита проникают в 

клетку через клеточную мембрану, не повреждая ее, 

и локализуется в цитоплазме клетки. Это позволяет 

использовать нанокристаллы в биотехнологии и ген-

ной терапии таких заболеваний как болезнь Альц-

геймера, Паркинсона и эпилепсии.  
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