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МЕТОДИКА КОЛИЧЕСТВЕННОГО АНАЛИЗА ВЫРАЖЕННОСТИ  
СКОПЛЕНИЙ АМ ИЛОИДА В ГОЛОВНОМ МОЗГЕ ТРАНСГЕННЫХ МЫШЕЙ

APPSW E/PS1DE9/BLG
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Белгород, Россия

Аннотация. В настоящее время поиск средств терапии заболеваний нервной системы 
приводящие к развитию деменции является актуальной проблемой. Одной из основных причин 
развития таких состояний является накопление в мозге амилоидного белка р (Ар). Дтя поиска 
средств лечения нейропатий, связанных с накоплением в тканях Ар, необходим удобный, хо- 
рощо воспроизводимый метод подсчета характеристик сформированных агрегатов амилоида. 
Показано, что окращенные Конго красным препараты мозга трансгенных мыщей 
APPswe/PSldE9/Blg, сканированные микроскопом в режиме флюоресценции TRITC обеспечи­
вают качественную визуализацию (высокой яркости) скоплений амилоида на фоне темных 
структур головного мозга мыщи. Полное сканирование среза обеспечивает точность после­
дующего анализа. Дальнейщая обработка полученных изображений при помощи открытого 
программного обеспечения QuPath с целью автоматического выделения и подсчета количества, 
площади и координат расположения скоплений амилоида позволяют с высокой степенью вос­
производимости и скоростью обрабатывать срезы целого мозга мыщи. Сравнительный анализ 
результатов подсчета с использованием данной методики и ручного обсчета не выявил досто­
верных различий. Таким образом, предложенная методика позволяет не только определять на­
личие амилоида в головном мозге, но и анализировать его распределение, площадь, объем. 
Данные исследования позволят продвинуться в понимании причин развития и лечении заболе­
ваний, связанных с накоплением Ар в мозге.
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А METHOD FOR QUANTITATIVE ANALYSIS OF THE SEVERITY OF AMYLOID 
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Abstract Currently, the search for treatments for diseases of the nervous system leading to 
the development of dementia is an urgent problem. One of the main causes of the development of such 
conditions is the accumulation of amyloid protein p (Ap) in the brain. To search for treatments for 
neuropathies, associated with the accumulation of Ap in tissues, a convenient, well-reproducible 
method for calculating the characteristics of the formed amyloid aggregates is needed. It is shown that 
Congo red-stained brain preparations of transgenic APPswe/PSldE9/Blg mice scanned with a 
microscope in the TRITC fluorescence mode provide high-quality visualization (high brightness) of 
amyloid clusters against the background of dark structures of the mouse brain. Full scanning of the 
slice ensures the accuracy of subsequent analysis. Further processing of the obtained images using the 
open-source QuPath software for the purpose of automatic selection and counting of the number, area 
and coordinates of the location of amyloid clusters allows for high-reproducibility and high-speed 
processing of whole mouse brain slices. A comparative analysis of the counting results using this 
technique and manual counting did not reveal significant differences. Thus, the proposed method 
allows not only to determine the presence of amyloid in brain, but also to analyze its distribution, area, 
and volume. These studies will allow us to advance in understanding the causes of etiology and 
treatment of diseases associated with the accumulation of Ap in the brain.
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Введение. Известно, что накопление в ткани мозга амилоидного белка Р (ЛР) 
приводит к его повреждению. Такое повреждение приводит к стойкому снижению ког­
нитивных функций [8]. В настоящее время рассматриваются различные гипотезы нако­
пления амилоидных белков в структурах мозга, связанные как с их гиперпродукцией, 
так и с их транспортом [1]. В связи с этим целью работы явилась разработка легко­
воспроизводимой методики выявления и анализа скоплений амилоида, обладающая 
высокой повторяемостью. Это позволило бы продвинуться в понимании как патогенеза, 
так и разработки стратегий лечения больных с такими нарущениями.

Материалы и методы исследования. Исследование проводилось на мыщах 
сублинии APPswe/PSldE9/Blg в условиях стандартного пищевого рациона и свободным 
доступом к пище и воде на базе SPF вивария Белгородского государственного нацио­
нального исследовательского университета с соблюдением 12-часового дневного и 
ночного интервалов при температурном режиме от +22 до +24°С, относительной влаж­
ности в системе содержания от 50 до 65%.

После выведения животных из эксперимента передозировкой наркоза в возрасте 
5,5 и 10 месяцев головной мозг был извлечен и фиксирован в растворе Карнуа (этило­
вый спирт 96%, хлороформ, ледяная уксусная кислота в пропорциях 6:3:1). В после­
дующем, по стандартной методике изготавливались гистологические срезы толщиной 
7-8 мкм, которые окращивались Конго красным [2]. Микроскопия препаратов осущест­
влялась на микроскопе Nikon Eclipse Ti, оснащенным моторизованным столиком. Па­
норамная съемка в режиме флюоресценции TR1TC среза мозга мыщи производилась с 
объективом 10х в приложении N1S Elements AR версия 4.6 со сщивкой кадров в единое 
изображение, перекрытием 10% и автоматической постобработкой. Полученные изо­
бражения загружались в приложение QuPath (версия 0.5.1) [6], в котором проводилась 
детекция и анализ скоплений Лр. Детекция объектов осуществлялась по порогу уровня 
яркости точки свечения амилоида относительно базовой яркости точки интактной тка­
ни мозга. После автоматического выделения объектов проводился контроль с целью 
исключения некорректного выделения. С целью подтвер>вдения повторяемости полу­
ченных результатов подсчеты также проводились вручную двумя независимыми иссле­
дователями.

Результаты и их обсуждение. В работе подтверждается, что использование 
трансгенных мыщей сублинии APPswe/PSldE9/Blg приводит к появлению выраженных 
скоплений амилоида в головном мозге [4].

Использование Конго красного в качестве красителя амилоида в настоящее вре­
мя является общепринятым [3]. Автоматизированный подсчет при анализе полученных 
при исследованиях изображений осуществляется несколькими классическими метода­
ми, позволяющими с высокой повторяемостью дифференцировать объекты [5, 7]. 
Внещний вид приложения с идентифицированными скоплениями представлен на рис 1.

В работе установлено, что использование порога при детекции сконления Ар в 
приложении QuPath достоверно не отличается от ручного подсчета, выполненного не­
зависимыми исследователями. Однако, использование данной методики позволяет не 
только выделять скопления амилоида, но и картировать их, предоставляя возможность 
для дальнейщего анализа их распределения.



Рис. 1. Внешний вид приложения QuPath, в котором проведена детекция скоплений амилоида
гиппокампа мыши сублинии APPswe/PS ldE9/Blg.

Заключение. Полученные данные позволяют рекомендовать данную методику
для выявления, подсчета, анализа скопления амилоида Р в тканях мозга, являющегося
одним из ведущих факторов в развитии нейродегенерации.
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