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ВВЕДЕНИЕ

Системные функции мозга базируются на гистологической, биохимической, медиаторной и

функциональной гетерогенности свойств различных областей мозга. В частности, тканевые

барьеры, являющиеся необходимыми структурами мозга и обеспечивающие разделение отдельных

компартментов мозга, существенно различаются по своим свойствам. Гематоэнцефалический

барьер, разделяющий плазму крови кровеносных сосудов и тканевую жидкость головного мозга,

обладает выраженными барьерными свойствами. Строго регулируемый трансклеточный и

селективный межклеточный транспорт обеспечивают сохранение параметров внутренней среды

мозга и, тем самым, создают оптимальные условия для функций нейронов и мозга в целом [1]. В

тоже время существуют области мозга, объединенные понятием циркумвентрикулярные органы, в

которых барьерные свойства гематоэнцефалического барьера изменены. Предполагается, что

некоторые из них представляют из себя структуры, в которых происходит интеграция

метаболических сигналов плазмы крови и деятельности нервных клеток. Так, одна из областей

продолговатого мозга, а именно area postrema, представляет из себя образование, в котором в

результате повышенной проницаемости гематоэнцефалического барьера метаболиты крови могут

оказывать влияние на деятельность рядом расположенных нервных ядер, в частности моторного

ядра блуждающего нерва [2].

Гематоэнцефалический барьер можно определить как совокупность тесно

взаимодействующих между собой тканевых структур и физиологических механизмов,

контролирующих обмен веществами между кровью и центральной нервной системой с целью

поддержания условий, оптимальных для функционирования мозга. По существующим

представлениям в гематоэнцефалический барьер входят следующие структуры: отростки

астроцитов, перициты, эндотелий сосудов головного мозга, соединенный плотными контактами, а

также базальная мембрана. Главную роль в обеспечении барьерной функции

гематоэнцефалического барьера в настоящее время приписывается именно клеткам эндотелия

сосудов головного мозга и соединяющим их плотным контактам [3]. Таким образом, изучение

проницаемости эндотелия мозговых капилляров и механизмов его регуляции представляет собой

первоочередную задачу при исследовании барьерных свойств этого тканевого барьера.

Основными белками, формирующими плотные контакты, являются: окклюдин [4],

семейство клаудинов [5], белки адгезии JAM [6], трансмембранный белок трицеллюлин [7], а

также цитоплазматические белки ZO (zonula occludens)-1, ZO-2, ZO-3 и цингулин, связывающие

трансмембранные белки с актиновым цитоскелетом [8]. Свойства плотных контактов и их

проницаемость определяются экспрессией трансмембранных белков семейства клаудина [5],
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насчитывающего в настоящий момент более 20 представителей. Кластеры различных клаудинов

обеспечивают изменение селективной проницаемости эпителиального барьера от

высокопроницаемого до непроницаемого состояния [9]. Поэтому изучение молекулярного

разнообразия белков плотных контактов, в частности клаудинов, является актуальной задачей в

изучении барьерных свойств тканевых барьеров мозга.

Ключевыми белками, участвующим в формировании плотных контактов между клетками

эндотелия сосудов мозга, является клаудин-3 и -5. Функциональная роль клаудина-5 в

формировании барьерных свойств эпителия сосудов мозга была показана в опытах с мышами,

нокаутными по его гену. У этих животных гематоэнцефалический барьер стал проницаем для

молекул с массой менее 800 Да [10]. Временное выключение гена клаудина-5 ведет к сходным

изменениям в барьерных свойствах эндотелия сосудов и изменению поведения при тестовом

введении тиролиберина. Восстановление экспрессии клаудина-5 снимает наблюдаемые изменения

в проницаемости и поведении [11]. Однако, в обогащенной фракции эндотелия сосудов мозга

обнаружены мРНК пятнадцати клаудинов, при этом ее содержание для разных клаудинов

отличается на несколько порядков [12]. Кроме клаудина-3 и -5 высокий уровень транскриптов

обнаружен для клаудина-4, -8, -10 и -12. В настоящий момент отсутствуют данные о наличии этих

белков в ткани головного мозга, в частности в эндотелии сосудов.

Цель данного исследования состояла в иммуногистохимическом определении наличия и

локализации клаудина-4, -8, -10 и -12 в различных по своим свойствам областях: ткани лобных

долей и area postrema мозга крысы.

В соответствии с целью было поставлено несколько задач:

1. Освоение различных методов для достижения результата: замороженных срезов,

иммуногистохимического анализа, конфокальной микроскопии;

2. Идентификация различных типов клеток с помощью соответствующих белков-маркеров

для верификации используемого метода иммуногистохимического исследования;

3. Изучение распределения белков плотных контактов клаудинов-4,-8,-10,-12 в лобных долях

и area postrema
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ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ

1. Гематоэнцефалический барьер

Граница между кровообращением и центральной нервной системой состоит из сложных

многоклеточных структур с уникальными особенностями, которые избирательно разрешают или

ограничивают прохождение веществ между этими двумя отделами [13,14]. Гематоэнцефалический

барьер — это физиологический барьер между кровью и паренхимой мозга, состоящий из

нейроваскулярного объединения (рис.1) эндотелиоцитов, базальной мембраны, перицитов,

астроцитов и многочисленных контактов между этими клетками [15]. Такой эндотелиальный

гематоэнцефалический барьер реализован практически в каждом капилляре головного мозга, за

исключением капилляров циркумвентрикулярных органов. Функциональное назначение барьера

сводится к выполнению двух тесно связанных задач: барьерной и транспортной.

Реализация транспортной функции обеспечивает перенос веществ с помощью

многочисленных транспортеров, расположенных в мембране эндотелиоцитов, перицитов и

астроцитов [16][17]. В ГЭБ реализуется транспорт молекул с помощью облегченной диффузии,

рецептор-опосредованного транспорта и активного транспорта против градиента концентрации

веществ[18,19]. Транспорт по межклеточным пространствам ограничивается межклеточными

плотными и адгезионными контактами, однако их роль в переносе некоторых веществ до конца не

изучена. Благодаря этим факторам, ГЭБ пропускает некоторые липофильные молекулы и вещества

массой менее 400 Да.[20]

Одновременно с тем, выполняя барьерную функцию, ГЭБ предотвращает попадание в ткань

мозга нейротоксических компонентов плазмы: антител, альбумина, плазмина, фибрина, а также

препятствует избыточной миграции иммунных клеток[21]. Четкое разграничение между кровью и

паренхимой мозга не позволяет развиваться нейровоспалению [22]. Для белков плотных и

адгезионных контактов было показано возможное участие в процессе экстравазации лейкоцитов.

[23,24]. Однако в обычном состоянии между эндотелиоцитами ГЭБ постоянно присутствуют

уплотняющие клаудины-3,-5 [25,26].
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Рис.1 Нейроваскулярное объединение. TJ - плотный контакт, AJ - адгезионный контакт, Кад -

кадгерин, Инт - интегрин, БМЭ - базальная мембрана эндотелиоцита, БМА - базальная мембрана

астроцита

2. Циркумвентрикулярные органы

Циркумвентрикулярные органы являются древними структурными элементами мозга,

которые присущи всем позвоночным. В настоящий момент не известен генетический маркер,

свидетельствующий о молекулярных сходствах ЦВО, известно лишь родство происхождения в

онтогенезе, строение и выполняемые функции [27].

Интерес к этим структурам возник исходя из того, что эти органы пронизаны плотной

сетью капилляров с повышенной проницаемостью для веществ, не способных в других сосудах

головного мозга пройти через ГЭБ [28]. Так, разнообразные пептиды и гормоны без наличия

специализированных транспортеров не могут пересекать кровеносные сосуды, окруженные

барьером, в то время как для некоторых ЦВО повышенная транспортная способность пептидов

является функциональной необходимостью [29]. Физиологическая роль ЦВО заключается в

поддержании гомеостаза спинномозговой жидкости и в регуляции некоторых жизненно важных

систем организма, таких как сердечно-сосудистая, поддержание и нормализация водно-солевого

баланса, обеспечение иммунных ответов, контроль жажды и голода, контроль репродуктивного

поведения [30]. Молекулярные механизмы реализации некоторых из этих функций до сих пор до

конца не ясны.

Принято разделять ЦВО на сенсорные и секреторные. Сенсорные органы — area postrema,

субфорникальный орган и сосудистый орган терминальной пластинки воспринимают молекулы

плазмы крови и обмениваются информацией с другими отделами мозга и вегетативной нервной
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системой через многочисленные нейронные связи [31]. Секреторные органы — срединное

возвышение, субкомиссуральный орган, эпифиз и нейрогипофиз выделяют в кровь гормоны и

гликопротеины и обмениваются информацией с другими отделами мозга (рис.2).

Рис. 2 Циркумвентрикулярные органы крысы (А) и человека (Б). AP - area postrema, СФО -

субфорникальный орган, СОТП - сосудистый орган терминальной пластинки, СВ - срединное

возвышение, СКО - субкомиссуральный орган, Э - эпифиз, НГ - нейрогипофиз. МТ - мозолистое

тело, С - свод.

3. Area postrema

Постремная зона, или самое заднее поле, или area postrema (AP) расположена под

мозжечком в нижнем конце четвертого желудочка. У большинства млекопитающих, в том числе и

человека, это парный выступающий орган [32], у грызунов непарный [33]. AP состоит из

сосудистого и клеточного компонентов.

Касательно клеточного состава, в area postrema были показаны клетки различного

происхождения. В данном органе присутствуют тучные клетки, макрофаги и фибробласты,

микроглия и астроциты, а также мелкие нейроны. Как и другие ЦВО, этот орган окружен

специальной эпендимной выстилкой, клетки которой простирают свои микроворсинки к

спинномозговой жидкости четвертого желудочка. Эти таницитоподобные клетки лишены

ресничек, но главное, они иммунореактивны к оклюдину, клаудину – 1,5 и белку ZO-1, что

является маркером наличия между этими клетками плотных контактов [34]. Также, между

танницитоподобными клетками расположены адгезионные контакты и кадгерины.

Сосудистая часть area postrema состоит из многочисленных фенестрированных капилляров,

формирующих систему быстрого переноса веществ между кровью и тканью мозга [33].

Примечательно, что для сосудов ЦВО и area postrema характерно обширное периваскулярное

пространство, в котором и находятся иммунные клетки вместе с фибробластами [35] (рис.3).
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Рис.3 Разница между капиллярами ГЭБ (А) и ЦВО (Б). В - клеточный состав. AJ - адгезионный

контакт.

Говоря о функциях этого органа, нельзя не упомянуть входящие и выходящие связи area

postrema с отделами мозга. Area postrema соединяется с одиночным ядром, с ядром солитарного

тракта и другими центрами вегетативного контроля в стволе мозга [36]. К функциям принято

относить следующие: контроль тошноты и рвоты [37], водно-солевого баланса организма,

контроль жажды и голода, контроль полового и материнского поведения, контроль некоторых

иммунных ответов, контроль сердечно-сосудистой системы [30]. Недавним открытием было

выявление связи между работой этого органа и появлением такого когнитивного явления как

мотивация работать ради еды [38]. Примечательно то, что в area postrema есть множество

дофаминергических нейронов, которые активирующихся при приеме дофаминомиметиков -

препаратов, использующихся при болезне Паркинсона [39]. Считается, что активация рвотных

центров area postrema этими препаратами и является причиной их побочных эффектов [40].

Несмотря на многочисленные исследования area postrema, еще многое предстоит изучить и многие

молекулярные механизмы работы разобрать.

4. Межклеточные контакты

Основные типы контактов между клетками ГЭБ: адгезионные и плотные. Каждый из них

обладает рядом особенностей белкового состава и выполняемых функций.
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Ближе всего к базолатеральной мембране белки адгезионного контакта, VE-кадгерины. Они

образуют гомофильные контакты между эндотелиальными клетками примерно 20нм шириной.

Адгезионные контакты связаны с цитоскелетом и модулируют передачу сигналов рецепторов, а

при фосфорилировании VE-кадгерина регулируют миграцию лимфоцитов, моноцитов и

нейтрофилов [41].

Плотные контакты расположены ближе к апикальной мембране и состоят из белков

клаудинов. Для ГЭБ установлено, что за его формирование отвечают белки клаудин-3, -5 [42].

Кроме клаудинов плотные контакты формируют следующие белки: оклюдин, являющийся

маркером плотных контактов и регулятором их проницаемости, различные адаптерные белки

ZO-1-3, соединяющие трансмембранную часть молекулы клаудина с актиновым цитоскелетом

клетки, JAM-белки, регулирующие полярность клетки и перенос лейкоцитов [43]. К функциям

плотных контактов относят не только ограничение трансцеллюлярного транспорта, но и

обеспечение стабильности сосудов в целом, что реализуется путем передачи внутриклеточных

сигналов. Белки плотных контактов за счет многочисленных взаимосвязей с адапторными

молекулами (рис.4) сообщают положение клетки, ограничивают ее рост, и в некоторых случаях

способны запускать апоптоз клеток [44].

Для area postrema ситуация распределения белков плотных контактов не однозначная.

Показано, что в дистальных зонах и между эпендимными клетками есть белки клаудины-1,-5,

ZO-1,окклюдин, но не клаудин-3, тогда как в центральной зоне area postrema наоборот, есть

распределение клаудинов-1,3 и окклюдина, но нет важнейших белков плотных контактов

клаудина-5 и ZO-1, определяющих барьерные свойства. Предположительно, барьерной и

транспортной функцией в area postrema заняты танницитоподобные клетки и астроциты [45]. Это

предположение требует отдельного изучения.
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Рис.4 Строение плотных контактов в ГЭБ. TJ - плотный контакт, AJ - адгезионный контакт, ZO -

zonula occludens, α,β,γ - белки-катенины.

5. Свойства белков клаудинов и окклюдина

Как было упомянуто ранее, на основании данных исследования уровня экспрессии мРНК

клаудинов в эндотелии капилляров головного мозга у мышей [12] был выбран спектр наиболее

экспрессируемых клаудинов-4-8,-10,-12, а в качестве контроля был взят маркер плотных контактов

окклюдин. Каждый из этих белков обладает своими исключительными свойствами, показанными

на различных тканях. Кроме того, примечательная способность белков клаудинов к

гетеровзаимодействию с клаудинами другого типа позволяет формировать свойства, отличные от

свойств гомополимерных клаудинов [46]. Поэтому изучение свойств белков клаудинов далеко от

своего завершения.

5.1. Свойства клаудинов-3,-5

В опытах с нокаутными животными по клаудину-3 было показано развитие обширного

воспаления мозга. Данные исследования показывают барьерную функцию клаудина-3 в эпителии

мозга: данный белок препятствует проникновению иммунных клеток из крови в паренхиму мозга

и развитию нейровоспаления. Клаудин-3 работает как уплотняющий и уменьшает проницаемость

эпителия [47].
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Жизненно важный барьерный белок клаудин-5 играет ключевую роль в межклеточном

транспорте для молекул меньше 800 Да и препятствует прохождению молекул 3-10 кДа.

Жизнеспособность мышей, нокаутных по клаудину-5 не превышала 10 часов после рождения [48].

Кроме того, наличие клаудина-5 необходимо на ранних этапах развития мозга[49]. Ведущая роль

этого белка в формировании ГЭБ показана не только у позвоночных, но и у некоторых

беспозвоночных животных[50], что еще раз показывает его незаменимость и необходимость для

корректной работы плотного соединения эндотелиоцитов мозга.

5.2. Свойства клаудинов-4,-8,-10,-12

Функции белков клаудинов, мРНК которых была найдена в большом количестве в ткани

мозга, разительно отличаются. Однако общей чертой выбранного спектра клаудинов является

участие в формировании ионного градиента в различных тканях. Известно, что клаудин-4

понижает проницаемость эпителия для ионов Na+ в ткани почки [51]. Представляет интерес его

гетеровзаимодействие с другим клаудином: показано, что без участия клаудина-8 клаудин-4 не

способен правильно встраиваться в мембрану и в условиях нокаута по клаудину-8 отсутствовал в

эпителии. В свою очередь, клаудин-8 совместно с переносчиками натрия участвует в натриевом

транспорте. Особенность клаудина-8 проявляется в способности к переносу ионов NH4
+ и HCO3

- в

почке [51,52]. Интересна функция клаудина-10, который является порообразующим. Его изоформы

10а и 10б обладают противоположными свойствами: клаудин-10а образует анион селективные

поры между эпителиоцитами и повышает проницаемость для анионов Cl- и NO3
-, а клаудин-10б

путем образования катион селективных пор повышает проницаемость для катионов K+ и Na+, Li+

[53]. Что касается клаудина-12, в различных исследованиях отмечалась его способность к

гетеровзаимодействию с другими типами клаудинов. К примеру, взаимодействуя с клаудином-2, он

участвует в адсорбции ионов Ca2+, а у нокаутных по клаудину-12 мышей его отсутствие

компенсируется сокращением белка клаудина-14 [54]. Кроме того, считается, что клаудин-12

совместно с клаудинами-3 и -5 участвует в образовании ГЭБ, а отсутствие клаудина-12

способствует неврологическим и поведенческим изменениям [55].
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

3.1. Экспериментальные животные.

В опытах использовали самцов крыс Вистар (n=5) весом 190-230 грамм, взятых из

питомника Института физиологии имени И.П. Павлова РАН. Животные содержались при

комнатной температуре и естественном освещении, с беспрепятственным доступом к воде и корму.

Эксперименты были выполнены в соответствии с Директивой Совета Европейского сообщества

(2010/63/EU) об использовании лабораторных животных. Перед проведением операций животные

были анестезированы золетилом (Virbac, Франция) 100 мг/кг массы тела, внутрибрюшинно, а

также миорелаксантом ксилазином (Нита-Фарм, Россия) 0,3 мг/кг массы тела внутримышечно.

После достижения наркоза была проведена декапитация.

3.2. Методика получения замороженных срезов.

Выделение головного мозга происходило на охлажденной подложке. Ткань помещалась в

емкость с 10% забуференным формалином (БиоВитрум, Россия) для последующего хранения.

Перед подготовкой ткани мозга к заморозке и нарезке выдерживали полученные образцы в 15%

растворе сахарозы 24 часа. При получении гистологических срезов отделяли области лобных

долей и зоны продолговатого мозга, которые помещались в криопротектор Frozen Section

Compound (Leica, США). Кусочки мозга в криопротекторе замораживались при температуре -80

°C в течение 15 минут, после чего эти замороженные блоки с тканью мозга использовались для

получения тонких срезов толщиной 18 мкм.

Далее, с помощью криостат-микротома Leica CM-3050S (Германия) замороженные срезы

располагали на предметных стеклах SuperFrost Plus (Thermo Scientific, США).

3.3.  Иммуногистохимический анализ

Для получения достоверных и качественных результатов проведенного

иммуногистохимического анализа необходимо провести процедуры по демаскировке тканевых

антигенов, а также положительный и отрицательный контроль для корректной интерпретации

полученного результата.

Фиксирование тканевого материала могло привести к конформационным изменениям и

образованию перекрестных сшивок тканевых антигенов, что в свою очередь препятствует их

взаимодействию с антителом [56] . Отсюда возникает необходимость их демаскировки путем

высокотемпературной обработки в буферном растворе.
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Для демаскировки полученные срезы выдержали 30 минут на водяной бане (+85 °C) в

цитратном буфере (pH=6,2) (Panreac, США), после чего проводили отмывку ткани в

натрий-фосфатном буфере (Phosphate buffered saline, PBS) (Helicon, США) три раза. Последующее

нанесение 10% раствора BSA (бычий сывороточный альбумин) с 0,2% Triton X-100 (Helicon,

США) на каждое стекло сопровождалось их дальнейшей инкубацией во влажной камере при +37

°C в течении 2 часов. Только после выполнения вышеупомянутых шагов приступили к нанесению

необходимых первичных антител. Инкубация стекол с первичными антителами осуществлялась в

течение 24 часов при +4 °C во влажной камере.

Перед нанесением вторичных антител провели серию промываний в PBS, а затем

инкубацию в 0,1% Судана черного (Интерхим, Россия) в 70% этиловом спирте на 20 мин с целью

подавления автофлуоресценции эритроцитов в кровеносных сосудах [57,58]. В завершение

наносили необходимые вторичные антитела и инкубировали стекла во влажной камере 90 минут,

после чего наносили ядерный краситель DAPI и накрывали покровным стеклом.

Чтобы убедиться в специфичном связывании антител с исследуемым белком, был проведен

отрицательный контроль антител. Для исключения методических ошибок в процессе проведения

иммуногистохимического анализа был проведен положительный контроль на антигены.

Отрицательный контроль антител. Стекла со срезами обрабатывались согласно

вышеизложенной методике, только вместо первичных антител на срезы наносили 3% раствор BSA.

Дальнейшее исследование этих стекол выявило отсутствие сигнала, что также означало отсутствие

неспецифического взаимодействия используемых антител.

Положительный контроль на антиген. Антитела к белку окклюдину проверялись на ткани

лобных долей, в которой он достоверно присутствует [59]. В результате был получен характерный

флуоресцентный сигнал в области кровеносных сосудов лобных долей (рис.7 А). Это

демонстрирует тот факт, что используемые нами антитела могут специфично связываться с

белками в условиях реализации представленного протокола проведения анализа.

3.4.. Конфокальная микроскопия.

С помощью лазерного конфокального сканирующего микроскопа Leica TCS SP5 (Германия)

проводился анализ распределения белков плотных контактов и глиального фибриллярного белка в

зоне лобных долей и в area postrema.
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ПРИЛОЖЕНИЕ

Таблица 1. Используемые первичные антитела

Антиген Источник

антитела

Клон Номер по

каталогу и

производитель

Разведение

Клаудин-1 кролик поликлональное 51-9000

Invitrogen

1:100

Клаудин-3 кролик поликлональное 34-1700

Invitrogen

1:100

Клаудин-4 кролик поликлональное 36-4800

Invitrogen

1:100

Клаудин-8 кролик поликлональное 40-0700Z

Invitrogen

1:100

Клаудин-10 кролик поликлональное 38-8400

Invitrogen

1:100

Клаудин-12 кролик поликлональное 38-8200

Invitrogen

1:100

Окклюдин мышь моноклональное 33-1500

Invitrogen

1:100

GFAP (Glial fibrillary

acidic protein)

кролик поликлональное PA5-16291

Invitrogen

1:500

Е-кадгерин мышь моноклональное MA5-12547

Invitrogen

1:200
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Таблица 2. Используемые вторичные антитела

Вторичное
антитело

Хозяин Клон Цвет сигнала Номер по
каталогу и

производитель

Анти-кроличьи
CF633

коза поликлональное Красный 20122-1mg
Biotium

Анти-мышиные
Alexa Fluor 488

коза
поликлональное Зеленый

A28175
Invitrogen

Анти-мышиные
Alexa Fluor 546

коза поликлональное
Желтый

A-11003
Invitrogen

Таблица 3. Используемые другие красители

Название красителя Назначение Цвет сигнала Номер по каталогу и
производитель

SYTOX Green Nucleic
Acid Stain

краситель
нуклеиновых кислот

зеленый S7020
Invitrogen

DAPI
(4',6-Diamidino-2-Phen
ylindole,
Dihydrochloride)

краситель
нуклеиновых кислот

синий D1306
Invitrogen

15



РЕЗУЛЬТАТЫ

4.1 Иммуногистохимическое определение белков-маркеров различных типов клеток в головном

мозге крысы.

Лобные доли. Связывание первичных антител с глиальным фибриллярным кислым белком

(GFAP) и дальнейшая инкубация с козьими анти-кроличьими вторичными антителами CF633 на

срезах лобных долей головного мозга крысы дает интенсивный красный сигнал, визуализирующий

астроцитарные клетки (рис.5). Обработка ядерным красителем SYTOX Green позволяет

идентифицировать также их ядра. Найденные клетки астроцитов характеризуются длинными

первичными ветвями, отходящими от сомы клетки, которые делятся на более тонкие отростки.

Рис.5 Иммунофлюоресцентный сигнал глиального фибриллярного кислого белка (GFAP) в клетках

глии лобных долей. Отростки глиальных клеток окрашены красным. Стрелкой указана ножка

астроцита.

Area postrema. На срезах мозга с area postrema, обработанных антителами к кадгерину, нами

был идентифицирован сигнал между таницитоподобными клетками, выстилающими изнутри

центральный канал. Слева и справа от центрального канала срез прошел по разным плоскостям

клетки, о чем свидетельствует характер распределения сигнала (рис.6). В левой части срез прошел

горизонтально относительно клетки, сигнал имеет вид ячеистой структуры. В правой части срез

прошел вертикально относительно клетки, сигнал выглядит точечно.
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Рис.6 Распределение сигнала Е-кадгерина в таницитоподобных клетках центрального канала.

Стрелками указаны срезы в разных плоскостях клетки.

4.2 Иммуногистохимическое определение окклюдина в лобных долях

На рис.7 А можно идентифицировать несколько участков сосудов микроциркуляторного

русла лобных долей, вдоль которых, в виде протяженных линий, флуоресцирует зеленым

окклюдин. Для корректной интерпретации полученного сигнала, окрашивали ядра

эндотелиоцитов: наличие голубого сигнала ядерного красителя DAPI совместно с протяженным

зеленым сигналом окклюдина подтверждает предположение, что перед нами участок капилляра.
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Рис.7 Флуоресцентный сигнал в лобных долях головного мозга крысы: А - зеленый сигнал

окклюдина, Б - красный сигнал клаудина-4. Голубым цветом сигнализируются ядра, окрашенные

DAPI.

4.3 Иммуногистохимическое определение клаудинов-4,-8,-10,-12 в лобных долях

Иммуногистохимическое определение клаудина-4 в лобных долях дало положительный

сигнал (рис.7 Б, рис.8). Это типичная картина, которая наблюдалась на срезах лобных долей крыс.

На представленном рис.8 отчетливо видна разница между формой ядер эндотелиоцитов и

нейронов: ядра клеток эпителия капилляров имеют протяженный вид, тогда как ядра нейронов

округлые. Для верификации расположения клаудина-4 в эндотелии сосудов применяли ряд

критериев:

1) Размеры и конфигурация красного сигнала клаудина-4 соответствует архитектонике сосуда;

2) Наличие рядом расположенного голубого сигнала ядер эндотелиоцитов удлиненной формы;

3) Наложение двух сигналов друг на друга: голубого ядерного сигнала и красного сигнала

белка клаудина-4

На основании всех этих параметров мы делаем вывод о том, что сигнал клаудина-4 находится в

эндотелии сосудов (рис.8)
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Рис.8 Сигнал  клаудина-4 в эндотелии головного мозга крыс. Стрелками указан сосуд.

Таким образом, нами было показано наличие белка клаудина-4 в сосудах лобных долей

головного мозга крысы.

Сигнал белков клаудинов-8,-10,-12 отсутствовал в исследуемой области лобных долей.

4.4 Иммуногистохимическое определение белков плотных контактов в area postrema

Сигнал белков клаудинов-4-8,-10,-12 отсутсвовал в области area postrema .

ОБСУЖДЕНИЕ

С момента появления первых сведений о существовании гематоэнцефалического барьера и

циркумвентрикулярных органов проводилось множество работ по установлению их строения и

выполняемых функций. Новую волну открытий в исследованиях физиологических особенностей

данных областей мозга внесло обнаружение белков клаудинов. Изучение молекулярного строения

межклеточных контактов гематоэнцефалического барьера позволяет глубже понять основы

гетерогенности функционирования головного мозга. Наше исследование в очередной раз

показывает неоднородность свойств мозговых структур: спектр белков клаудинов различается в

сосудах с высокой и низкой проницаемостью. Так, впервые обнаруженный нами в сосудах лобных
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долей, уплотняющий белок клаудин-4 отсутствует в капиллярах area postrema, характеризующихся

повышенной проницаемостью. В тоже время, порообразующие белки клаудины-10 и белки

клаудины-8,-12, участвующие в переносе различных ионов, отсутствуют в сосудах лобных долей,

имеющих структуры гематоэнцефалического барьера. Отсутствие этого же спектра клаудинов в

капилярах area postrema может указывать на то, что за повышенную проницаемость сосудов

данного органа отвечают другие структурные элементы, но не клаудины.

Таким образом, наше исследование демонстрирует присутствие между эндотелиоцитами

капилляров лобных долей, помимо клаудинов-3,5 также клаудина-4. В дальнейших исследованиях

необходимо выяснить роль клаудина-4 в капиллярах мозга, а именно, ответственен ли данный

белок за формирование и поддержание барьерных свойств гематоэнцефалического барьера, или

выполняет другие функции.

ВЫВОДЫ

1. Методом иммуногистохимического анализа впервые показано наличие клаудина-4  в

эндотелии сосудов лобных долей головного мозга крыс.

2. Сигнал от клаудина -8, -10, -12 в ткани лобных долей не идентифицирован.

3. Клаудин -4, -8, -10, -12 в области area postrema не были обнаружены.
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