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Резюме
Лактат участвует в метаболизме, являясь энер-

гетическим субстратом, регулирует кровоток и ак-
тивность нейронов во всех отделах головного моз-
га, являясь предпочтительным топливом для раз-
вивающихся клеток головного мозга. Монокарбок-
силатные транспортёры транспортируют лактат и 
связывают его с GPR81 рецепторами на поверх-
ности клеток, вызывая его активацию и целый ряд 
эффектов. Повышение концентрации лактата во 
внеклеточной и спинномозговой жидкостях явля-
ется диагностически значимой особенностью ней-
ровоспаления бактериального и вирусного генеза. 
Однако роль продуцирования, транспорта и рецеп-
ции лактата в патогенезе бактериального и вирус-
ного нейровоспаления изучена недостаточно.

Цель исследования. Изучить влияние индук-
торов нейровоспаления вирусного и бактериаль-
ного генеза на рецепцию и транспорт лактата эн-
дотелиоцитов головного мозга in vitro.

Материалы и методы. В исследовании мы 
использовали методику выделения и культиви-
рования церебральных эндотелиоцитов с после-
дующей инкубацией с индукторами бактери-
ального (липополисахарид, E.Coli) различных 
концентраций, а также индуктором вирусного 
воспаления (PolyI:C). После воздействия оце-
нивали особенности пролиферативной активно-
сти эндотелиальных клеток, изменение транс- 
эндотелиального электрического сопротивле-
ния, а также измеряли концентрацию внеклеточ-
ного лактата. Иммуноцитохимическим методом 
регистрировали изменения количества эндоте-

лиоцитов, экспрессирующих целевые молекулы 
GPR81, MCT-1, IL-1β, TLR3, ZO1. 

Результаты. В результате воздействия индук-
торов вирусного и бактериального воспаления 
произошло снижение величины трансэндотели-
ального электрического сопротивления и проли-
феративной активности в опытных группах с од-
новременным увеличением числа IL-1β – иммуно-
позитивных эндотелиоцитов и уменьшением ZO1 
иммунопозитивных клеток. Под влиянием индук-
тора вирусного воспаления произошло увеличе-
ние TLR3 иммунопозитивных клеток в отличие 
от воздействия липополисахарида. Зафиксировано 
снижение рецепторов и транспорта лактата на по-
верхности церебральных эндотелиоцитов и повы-
шение концентрации внеклеточного лактата под 
воздействием липополисахарида и PolyI:C.

Заключение. Нарушение транспорта и рецеп-
ции лактата может способствовать изменениям 
структурной и функциональной целостности гема-
тоэнцефалического барьера, вызванными воздей-
ствием бактериального и вирусного воспаления.

Ключевые слова: липополисахарид, нейро-
воспаление, гематоэнцефалический барьер, лак-
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EnglishAbstract
Aim. To study the effect of neuroinflammation 

inducers of viral and bacterial origin on the recep-
tion and transport of lactate in endothelial cells of 
the brain in vitro.

Materials and Methods. In the study, we in-
cubated endothelial cells with bacterial inducers 
(lipopolysaccharide, E. coli) of various concentra-
tions and inducer of viral inflammation (Poly I:C). 
After the exposure, we evaluated the proliferative 
activity of endothelial cells, change in transendo-
thelial electrical resistance, and the concentration 
of extracellular lactate. We then performed an im-
munocytochemistry investigation to record chang-
es in the number of endothelial cells expressing 

the target molecules GPR81, MCT-1, IL-1β, TLR3 
and ZO1.

Conclusions. Disturbance of the transport and 
reception of lactate can contribute to the changes 
in structural and functional integrity of the blood-
brain barrier caused by bacterial and viral inflam-
mation.
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Введение
Церебральные эндотелиоциты играют важ-

ную роль в патогенезе инфекционных заболе-
ваний центральной нервной системы (ЦНС). 
Эндотелиальная дисфункция считается одним 
из ранних событий в нарушении целостности 
гематоэнцефалического барьера при различ-
ных патологических состояниях [1], в частно-
сти при воспалении бактериального и вирусно-
го генеза. Моделирование нейровсопаления in 
vitro позволяет изучить механизмы патогене-
за эндотелиальной дисфункции и определить 
роль церебральных эндотелиоцитов в патоге-
незе повреждения гематоэнцефалического ба-
рьера. 

Липополисахариды (ЛПС) – это известные 
эндотоксины клеточной стенки грамотрица-
тельных бактерий, вызывающие классические 
признаки системного воспаления и нейровос-
паления в головном мозге [2]. PolyI:C представ-

ляет собой синтетическую двухцепочечную 
РНК, которая используется в качестве имитато-
ра вирусной РНК для моделирования вирусно-
го воспаления [3].

Воздействие индукторов бактериального и 
вирусного воспаления характеризуется выра-
боткой провоспалительных медиаторов иммун-
ной системой, таких как интерлейкины, фактор 
некроза опухоли и др [4]. 

PolyI:C является «естественным» стимулято-
ром TLR3, что было использовано нами с целью  
дифференцировки бактериального и вирусного 
воспаления [5].

Воспаление при бактериальном менингите 
сопровождается значительным увеличением 
концентрации лактата в спинномозговой жид-
кости и может использоваться в качестве на-
дежного критерия для дифференциальной ди-
агностики бактериального и асептического ме-
нингитов и / или вирусного менингита [6].
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Монокарбоксилатные транспортеры (МСТ) 
осуществляют перенос лактата через гематоэн-
цефалический барьер и способствуют эффек-
тивному метаболическому сопряжению клеток 
нейроваскулярной единицы [7]. Однако имеет-
ся убедительная информация о том, что инги-
бирование активности MCT-1 приводит к по-
давлению ангиогенеза [8]. Рецепторы лактата 
– GPR81 экспрессируются на цитоплазмати-
ческой мембране и действуют как метаболиче-
ские сенсоры. Как мы продемонстрировали ра-
нее, повышение уровня внеклеточного лактата 
или активация GPR81 стимулируют митохон-
дриальный биогенез и поддерживают ангио- 
генные свойства в клеточной модели ГЭБ in 
vitro [9,10]. Однако роль GPR81 или MCT-1 в 
патогенезе нарушения эндотелиальной дис-
функции при бактериальном и вирусном ней-
ровоспалении изучена недостаточно. В нашем 
исследовании мы проанализировали влияние 
ЛПС и PolyI:C in vitro на экспрессию GPR81 и 
MCT-1 в церебральных эндотелиоцитах.

Материалы и методы
Выделение эндотелиоцитов. Эндотелиоци-

ты получали из головного мозга крыс по моди-
фицированному протоколу Liu et al., 2013 [11]. 
После анестезии на льду 10-дневных крыс в 
стерильных условиях производили забор го-
ловного мозга с удалением мозговых оболо-
чек и крупных церебральных сосудов (мето-
дом роллинга на асептической фильтровальной 
бумаге). Диссоциация двух полушарий прово-
дилась в холодном растворе Хенкса. Нарезка 
серого вещества – на кусочки объемом 1 мм3. 
Центрифугирование осуществляли в 15 мл ко-
нических пробирках при 150 g 3 минуты при 
температуре 4°С. К осадку добавляли 25% FBS 
в 2-кратном объеме от его объема и перемеши-
вали 25 раз 5 мл пипеткой. Центрифугировали 
гомогенат при 600 g 10 минут при температу-
ре 4°С. Удаляли супернатант и собирали пеллет 
микрососудов в новую 15 мл коническую про-
бирку. К пеллету добавляли двукратный объем 
0,1% коллагеназы II и инкубировали в течение 
35 минут при +37°С с периодическим переме-
шиванием. После инкубации центрифугирова-
ли осадок при 150 g 5 минут при температуре 
4°С. К полученному осадку добавляли культу-
ральную среду и засевали в культуральные фла-
коны, покрытые желатином (105кл/мл). Культи-
вирование осуществляли при +37°С, 5% CO2 
в инкубаторе (Binder, Германия). Смена сре-

ды проводилась каждые 48 часов. При дости-
жении конфлюентности, равной 90-95%, среду 
удаляли и культуру клеток во флаконе промы-
вали раствором Хенкса, после чего обрабатыва-
ли трипсином для открепления. Высевали клет-
ки на покрытые желатином чашки или флаконы 
для проведения основного эксперимента. С по-
мощью фазово-контрастной микроскопии каж-
дый день оценивали морфологию.

Моделирование бактериального воспа-
ления in vitro. Использовали липополисаха-
рид (ЛПС) от Escherichia coli (E.Coli, 0111:В4 
L4391-1MG) в концентрациях 50 и 100 нг/мл. 
Клетки инкубировались с ЛПС в течение 24 ча-
сов [12]. 

Моделирование вирусного воздействия 
in vitro. Для моделирования вирусного воспа-
ления эндотелиоциты культивировали в 24-лу-
ночных планшетах в присутствии РolyI:C, 20 
мкг/мл, в течение 24 часов, в бессывороточной 
среде (Pan, 2012)[13].

Контрольной группой являлись клетки, ко-
торые культивировали в стандартных услови-
ях, без добавления ЛПС и PolyI:С, в бессыво-
роточной среде.

Таким образом было сформировано 4 груп-
пы: контроль, ЛПС50, ЛПС100, PolyI:С.

Регистрация величины трансэндотели-
ального электрического сопротивления

Для измерения трансэндотелиального элек-
трического сопротивления (ТЭС) эндотелио-
циты культивировали в культуральных встав-
ках для 24-луночных планшет (Transwell 3493, 
Costar, США) в количестве 5×104 клеток на каж- 
дую вставку. 

Непосредственное измерение ТЭС произво-
дили вольтомметром EVOM2 с использовани-
ем электрода STX2 (World Precision Instruments, 
США).

Иммуногистоцитохимические исследова-
ния.

Оценку экспрессии антигенов эндотелиаль-
ными клетками ГЭБ in vitro проводили по стан-
дартной методике последовательного комбини-
рованного окрашивания препарата. Первичные 
антитела в рабочем разведении (1:100) добав-
ляли к ко-культуре клеток и инкубировали в те-
чение 12 часов при температуре +4ºС во влаж-
ной камере. Целевыми молекулами являлись: 
GPR81, MCT-1, Il-1β, TLR3, ZO1. После отмыв-
ки, в темноте вносили вторичные антитела в ра-
бочем разведении (1:200) и осуществляли часо-
вую инкубацию при +37ºС во влажной камере. 

ORIGINAL RESEARCH
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Первичные антитела: антитела к антитела к 
ZO1 (Santa-Cruz, США), антитела к МСТ1 (Ab-
cam, США), TLR3 (Abcam, США), GPR81 (San-
ta-Cruz, США), Il-1β (Abcam, США).

В качестве вторичных антител использова-
ли моноклональные антитела Alexa Fluor 488 
(Abcam, США), Alexa Fluor 555 (Abcam, США), 
Alexa Fluor 647 (Abcam, США). 

Измерение концентрации лактата в среде. 
Концентрацию лактата в культуральной сре-
де определяли флуориметрическим методом 
при помощи набора Lactate Assay Kit (Sigma, 
MAK064). На спектрофлуориметре «Solar 
CM2203» при длине Ex = 535, Ем=587 (ЗАО 
«Солар», Беларусь).

Регистрация пролиферативной активно-
сти. Исследование проводили с помощью ап-
парата регистрации пролиферативной актив-
ности в режиме реального времени xCelligence 
System (Roche, США). Регистрация проводи-
лась каждые 15 минут в течение трех суток.

Флуоресцентная микроскопия проводилась 
с использованием микроскопа ZOE Fluorescent 
Cell Imager (Bio-Rad Laboratoris, США). 

Математико-статистическая обработка 
результатов

Математико-статистическая обработка по-
лученных результатов осуществлена с при-
менением программного обеспечения Prism 8 
(GraphPad Software, США), Microsoft Excel 9.0 
(Microsoft, США).

Использовались методы описательной ста-
тистики. Данные представлены в виде M ± m, 
где M – среднее арифметическое, m – ошибка 
среднего. Использовались методы непараме-
трической статистики. Для оценки межгруп-
повых различий значений, имеющих непре-
рывное распределение, применяли критерий 
Краскела – Уоллиса с последующим парным 
сравнением групп с использованием крите-
рия Манна – Уитни. Статистически значимыми 
считали различия при p ≤ 0,05. 

Результаты
Мы провели регистрацию и оценили вели-

чину ТЭС в исследуемых группах. Выявлено, 
что в результате воздействия патологических 
агентов (PolyI:С и ЛПС) происходит статисти-
чески значимое уменьшение величины ТЭС в 
опытных группах PolyI:С, ЛПС50 и ЛПС100 по 
сравнению с контролем (140±2,5 Ом*см2). Так, 
через 24 часа в группе PolyI:С величина ТЭС 
снизилась до 99±3,1 Ом*см2, в группе ЛПС50 

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

Рисунок 1. 

Показатели транс-
эндотелиального со-
противления цере-
бральных эндотелио-
цитов при инкубации 
с PolyI:C, ЛРС50, ЛПС100 
в течение 24 часов.

Figure 1. 

Measurements of 
transendothelial re-
sistance of cere-
bral endothelial cells 
during the incubation 
with Poly I:C, LPS50, 
and LPS100 within 24 
hours.

*статистически значимые различия p < 0,05 (критерий 
Краскела — Уоллиса) по сравнению опытных групп к кон-
трольной.
*statistically signifi cant differences p < 0,05 (Kruskal — Wallis 
test).

до 104±2 Ом*см2 и в группе ЛПС100 – 107±2,5 
Ом*см2 (р<0,01). При этом статистически зна-
чимой разницы между опытными группами не 
выявлено (рисунок 1).

Принимая во внимание, что образование 
провоспалительных цитокинов характерно как 
для бактериального, так и для вирусного воспа-
ления, маркером воспаления был выбран IL-1ᵦ. 
Нами выявлено значительное увеличение чис-
ла эндотелиоцитов, экспрессирующих IL-1ᵦ, в 
опытных группах по сравнению с группой кон-
троля (р<0,05). При этом разницы между опыт-
ными группами не наблюдалось (рисунок 2А).

Для дифференциальной диагностики вирус-
ного и бактериального воспаления был выбран 
маркер вирусного воспаления TLR3. В резуль-
тате обнаружено статистически значимое уве-
личение числа эндотелиоцитов, экспрессиру-
ющих TLR3 в группе PolyI:С (76,6±1,5%) по 
сравнению с группой контроля (16,4±1,1%) и 
группами ЛПС50 (20,1±1,4), ЛПС100 (22,3±2) 
(р<0,05) (рисунок 2В).

Проведена оценка изменения эндотелиаль-
ных белков плотных контактов, обеспечиваю-
щих целостность эндотелиального слоя и ре-
гулирующих проницаемость. Установлено, что 
произошло статистически значимое умень-
шение числа ZО1-иммунопозитивных клеток 
в группах, подвергшихся воздействию ЛПС 
и PolyI:С, по сравнению с группой контроля 
(р<0,005). При этом отличия между группами 
ЛПС50, ЛПС100 и PolyI:С не обнаружены (ри-
сунок 2С).

Для подтверждения изменения количества 
пролиферирующих клеток в ответ на возник-
новение нейровоспаления, проводили реги-
страцию пролиферативной активности эндоте-
лиоцитов в режиме реального времени. В ходе 
эксперимента выявлено, что через 48 часов от-
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Рисунок 2. 

Уровень экспрессии 
IL-1β (2A), TLR3(2B), 
Z0-1(2C), MCT1 (2D), 
GPR81 (2E) в цере-
бральных эндотелио-
цитах in vitro.

Figure 2. 

IL-1β (2A), TLR3(2B), 
Z0-1(2C), MCT1 (2D), 
and GPR81 (2E) ex-
pression level in cere-
bral endothelial cells 
in vitro.

мечается статистически значимая разница про-
лиферативной активности клеток, которые под-
верглись воздействиям индукторов воспале-
ния (ЛПС). При этом разницы между ЛПС50 и 
ЛПС100 не установлено. 

В ходе исследования нами выявлено, что 
влияние индукторов воспаления вызывает 
уменьшение количества эндотелиальных кле-
ток, экспрессирующих монокарбоксилатный 
транспортер-1 (рисунок 2D) и рецептор лак-
тата (GPR81) (рисунок 2E). Произошло сни-
жение числа МСТ-1-иммунопозитивных эндо-
телиоцитов более чем в 2 раза по сравнению 
с группой контроля (р<0,05). При этом между 
группами PolyI:С, ЛПС50 и ЛПС100 статисти-
чески значимых отличий не выявлено. Одно-
временно с этим произошло четырехкратное 
снижение GPR81-иммунопозитивных эндоте-
лиоцитов по сравнению с контрольной группой 
с 44,9±3,6% до 10,4±4,6% (ЛПС50) и 10,5±3% 
(ЛПС100) (р<0,05), также не обнаружено ста-
тистически значимой разницы между опытны-
ми группами.

Поскольку мы обнаружили изменение МСТ-
1 и GPR81 позитивных клеток при воздей-
ствии ЛПС, было принято решение определить 
концентрацию лактата в культуральной сре-
де (рисунок 3). При этом мы установили, что 
при моделировании нейровоспаления in vitro 
в культуральной среде увеличивается концен-
трация лактата в группах ЛПС50 (34,7±1,8 нг/
мкл) и ЛПС100 (35,5±2 нг/мкл) по сравнению с 
26,5±1,5 нг/мкл в группе контроля и 27,4±2 нг/
мкл PolyI:С (р<0,05).

Обсуждение
Ранее нами были выявлены подобные изме-

нения рецепции и транспорта лактата в модели 
бактериального воспаления гематоэнцефаличе-
ского барьера in vitro [14].

Недавно обнаружено, что стимуляция рецеп-
торов GPR81 в эндотелиальных клетках микро-
сосудов мозга приводит к стимуляции биогене-
за митохондрий, что является предпосылкой для 
пролиферации клеток и высококонтролируемой 
проницаемости слоя эндотелиальных клеток. Та-
ким образом, снижение экспрессии переносчи-
ков лактата и GPR81 в церебральных эндотелио-
цитах, подвергнутых воздействию медиаторов 
бактериального и вирусного воспаления, может 
препятствовать воздействию лактата на митохон-
дриальную динамику, что приводит к подавле-
нию эндотелиального метаболизма. При моде-

*статистически значимые 
различия p < 0,05 (критерий 
Краскела — Уоллиса) по срав-
нению опытных групп к кон-
трольной.

*p < 0,05 (Kruskal-Wallis test).
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лировании нейровоспаления in vitro происходит 
уменьшение количества эндотелиальных кле-
ток, которые экспрессируют монокарбоксилат-
ный транспортер-1, а также рецептор лактата, что 
сопровождается увеличением концентрации лак-
тата в среде. Помимо этого, обнаруженное нами 
увеличение содержания лактата в межклеточной 
среде можно объяснить несколькими возможны-
ми механизмами. Например, при повышении кон-
центрации лактата во внеклеточной среде за счет 
продукции эндотелиоцитами, когда при нейро-
воспалении уменьшается количество транспор-
теров лактата, отвечающих за доставку молочной 
кислоты внутрь клеток. То же самое можно пред-
ставить в отношении рецептора GPR81, лиган-
дом которого и является лактат, когда утилизация 
лактата меньше, чем его продукция. Учитывая, 
что эндотелиальные клетки могут использовать 
внеклеточный MCT-1-переносимый лактат в ка-
честве «топлива» для дыхания митохондрий, мы 
можем предположить, что снижение экспрессии 
MCT-1 в эндотелиоцитах при воздействии ЛПС 
в модели in vitro отрицательно повлияло на их 
митохондриальный биогенез. Последнее может 
привести к ухудшению плотных контактов и ба-
рьерной функции церебральных эндотелиоцитов. 
Таким образом, повышенная продукция лактата 
из-за наличия бактериального и вирусного воспа-
ления связана с уменьшением транспорта и при-
ема молочной кислоты эндотелиальными клетка-
ми, нарушением механизма лактатного клиренса 
и потерей структурной целостности эндотелиаль-
ного монослоя.

Влияние ЛПС и PolyI:С вызывает уменьше-
ние числа эндотелиоцитов, экспрессирующих 
белки плотных контактов (ZO-1), подавляет 
пролиферативную активность клеток. При ин-
кубации клеток с индукторами бактериального 
и вирусного воспаления происходит снижение 
величины трансэндотелиального сопротивле-
ния. В целом эти изменения вполне четко могут 
объяснить увеличение проницаемости эндоте-
лиального монослоя при нейровоспалении.

Выводы
В ходе исследования мы установили, что 

под воздействием индукторов нейровоспале-
ния бактериального и вирусного генеза цере-
бральные эндотелиоциты подвержены сниже-
нию рецепции и транспорта лактата в сочета-
нии с изменением экспрессии белков плотных 
контактов, что приводит к эндотелиальной дис-
функции и повышению проницаемости для бак-
териальных и вирусных патогенов. Повыше-
ние концентрации лактата в среде может быть 
связано с нарушением секреции и транспорта 
лактата, которое характеризуется уменьшени-
ем экспрессии транспортёра лактата (MCT1) и 
рецептора лактата (GPR81). Учитывая, что ис-
следование проведено на изолированной моно-
культуре церебральных эндотелиоцитов, обна-
руженные изменения в составе комплекса ней-
роваскулярной единицы/ ГЭБ, а также других 
клеток (астроциты, нейроны, перициты) могут 
носить отличительные особенности, что требу-
ет дальнейшего исследования.
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