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Нейродегенеративные заболевания мозга сопровождаются процессами воспаления
и эксайтотоксичностью, в которых важную роль играют микроглия и астроциты.
Однако сегодня нет ясной картины, отображающей точные механизмы взаимодей-
ствия и влияния глиальных клеток друг на друга в процессах, связанных с воспали-
тельными реакциями в мозге. Цель исследования заключалась в определении вли-
яния бактериального липополисахарида (ЛПС) как индуктора воспалительных ре-
акций на уровни транскрипции генов транспортеров семейства Slc в микроглии in
vitro в зависимости от астроцитарного окружения, а также в выявлении региональ-
ных различий в уровнях транскрипции этих генов в зависимости от региона мозга,
из которого была извлечена микроглия. Исследование проводилось на клетках
микроглии в условиях монокультивирования и кокультивирования с астроцитами.
Микроглия и астроциты были выделены из коры и гиппокампа 21-дневных крыс
популяции Вистар. Активацию микроглии вызывали с помощью ЛПС. Анализ
уровней транскрипции генов, кодирующих транспортеры семейства Slc, проводи-
ли методом обратной транскрипции с последующей полимеразной цепной реак-
ции – ОТ-ПЦР. Показано повышение ЛПС-индуцированных уровней транскрип-
ции генов транспортера возбуждающих аминокислот 3 (Slc1a1, EAAT3), транспор-
тера возбуждающих аминокислот 4 (Slc1a6, EAAT4), транспортера везикулярного
глутамата 1 (Slc17a7, VGLUT1) и транспортера монокарбоксилата 1 (Slc16a1,
MCT1) в клетках микроглии in vitro как при монокультивировании, так и в присут-
ствии астроцитов. В культурах клеток микроглии в ответ на добавление ЛПС уров-
ни транскрипции генов транспортеров семейства Slc значимо повышались на
33.5–63.3%, в культуре, кокультивированной с астроцитами – на 30.8–172.3%, а в
культуре, кокультивированной с астроцитами в ответ на ЛПС – на 17.8–76.0% по
сравнению с неактивированными (контрольными) культурами. Более того, были
продемонстрированы региональные отличия в уровнях транскрипции исследован-
ных генов транспортеров в ответ на введение ЛПС. Таким образом, было подтвер-
ждено изменение профиля транскрипции глутаматных и монокарбоксилатных
транспортеров при активации микроглии, вызванной ЛПС, а также участие астро-
цитарного окружения в изменении уровней транскрипции генов этих транспорте-
ров в микроглии. В ходе данного исследования было показано, что в ответ на дей-
ствие провоспалительного фактора (ЛПС) в клетках микроглии активируется
транскрипция генов семейства Slc.
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Воспаление и эксайтотоксичность играют важную роль в патогенезе нейродеге-
неративных заболеваний (среди которых болезнь Паркинсона, рассеянный скле-
роз, нейропатическая боль, боковой амиотрофический склероз, инсульт и другие
заболевания), являющихся одними из самых распространенных неинфекционных
заболеваний в мире, занимая третье место после сердечно-сосудистых и онкологи-
ческих заболеваний [1]. При этом воспалительный ответ и эксайтотоксичность
опосредуются резидентными макрофагами нервной ткани – активированной мик-
роглией. С одной стороны, микроглия реагирует на повреждение нейронов и уда-
ляет поврежденные клетки путем фагоцитоза. С другой стороны, хроническая ак-
тивация микроглии может вызвать повреждение нейронов, связанное с избыточ-
ным высвобождением глутамата [2].

Таким образом, при травмах мозга и нейродегенеративных заболеваниях, свя-
занных с воспалением, отмечаются изменения в работе глутаматных транспорте-
ров и снижение обратного захвата глутамата из внеклеточного пространства,
вследствие чего глутамат накапливается в нем, вызывая явление эксайтотоксично-
сти, приводящее, в конечном итоге, к гибели нейронов. Большие количества глу-
тамата могут выделяться при активации клеток микроглии и астроцитов, что было
показано на моделях in vivo и in vitro [3, 4]. Основными транспортерами, ответ-
ственными за обратный захват глутамата в мозге являются транспортеры возбужда-
ющих аминокислот (EAAT) [5], преимущественно экспрессирующиеся глиальны-
ми клетками [6–9]. При этом увеличение уровня глутамата может быть связано с
повышением в активированных микроглиальных клетках уровня экспрессии глу-
таминазы – фермента, катализирующего гидролиз глутамина с образованием глу-
тамата [10].

Метаболическое обеспечение нормального функционирования глутаматергиче-
ской системы происходит за счет работы астроцитарно-нейронального лактатного
челночного механизма, в котором лактат используется в качестве источника энергии,
а это, в свою очередь, связано с работой монокарбоксилатных транспортеров [11].
Следовательно, дисфункции монокарбоксилатных транспортеров также будут ас-
социированы с патологиями ЦНС, в том числе, и нейровоспалительными реакци-
ями [12]. Так, в работе He и соавт. было показано, что хронические воспалитель-
ные реакции могут быть связаны с активацией астроцитов и увеличением экспрес-
сии в них транспортера монокарбоксилата 1 (MCT1) [13]. Известно, что в
активированной при воспалении микроглии интенсифицируется процесс глико-
лиза, одним из регуляторов которого являются транспортеры монокарбоксилата
(MCT), транспортирующие избыточный лактат за пределы клетки [14]. В работе
Moreira и соавт. было показано усиление экспрессии MCT1 (Slc16a1) в микроглии
в ответ на стимуляцию клеток фактором некроза опухолей альфа (TNF-α) [15].
При этом нокдаун MCT1в микроглии подавляет уровень гликолиза и снижает
ЛПС-индуцированную экспрессию провоспалительных цитокинов, доказывая тем
самым, что повышение экспрессии MCT1 способствует классической активации
микроглии и развитию воспалительных реакций [14].

Таким образом, помимо клеток микроглии, важную роль в патологических про-
цессах в ЦНС играют астроциты. Однако на сегодняшний день нет четкого понима-
ния механизмов взаимодействия и влияния глиальных (микроглия и астроцитов)
клеток друг на друга.

Основной целью данного исследования было определить влияние бактериаль-
ного липополисахарида (ЛПС) как индуктора воспалительных реакций на уровни
транскрипции генов транспортеров семейства Slc в микроглии in vitro в зависимо-
сти от астроцитарного окружения, а также в выявлении региональных различий в
уровнях транскрипции этих генов в зависимости от региона мозга, из которого бы-
ла извлечена микроглия.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные
Исследование проводилось на крысах популяции Вистар в возрасте 21 день.
Все манипуляции с использованием животных осуществлялись в соответствии с

этическими принципами, установленными Европейской конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых для экспериментальных и других научных це-
лей (принятой в Страсбурге 18.03.1986 и подтвержденной в Страсбурге 15.06.2006).
Все процедуры, выполненные в исследованиях с участием животных, соответствова-
ли этическим стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Ба-
зельской декларации и рекомендациям этического комитета Балтийского федераль-
ного университета им. И. Канта.

Культуры клеток
Объектами исследования являлись культуры клеток микроглии, выделенные из

гиппокампа и префронтальной коры головного мозга крыс популяции Вистар в
возрасте 21 день, а также культуры микроглии, кокультивированные с астроцита-
ми, также выделенными из аналогичных регионов головного мозга крыс того же
возраста.

Гиппокамп и префронтальная кора были выбраны на основании того, что эти реги-
оны подвергаются наибольшему негативному воздействию при воспалительных реак-
циях. Так, например, была обнаружена связь между болезнью Альцгеймера и атрофи-
ей гиппокампа [16], более того, воспалительные реакции оказывают влияние на пере-
дачу сигналов между гиппокампом и черной субстанцией [17]. Также установлено, что
префронтальная кора обладает повышенной восприимчивостью к воспалительным
реакциям на фоне стрессового расстройства [18]. В другом исследовании было проде-
монстрировано различное влияние диеты, приводящей к системному воспалению, на
префронтальную кору и гиппокамп: так, кора была чувствительна к высокому содер-
жанию в рационе углеводов и жиров, тогда как гиппокамп был более чувствителен к
диете с высоким содержанием жира [19]. Более того, известно, что микроглия из раз-
ных регионов мозга демонстрирует различия в уровнях экспрессии специфических
микроглиальных маркеров, в частности, транскриптомный профиль микроглии коры
ближе к профилю полосатого тела, чем к профилям гиппокампа и мозжечка [20].

Культуры микроглии и астроцитов из гиппокампа и префронтальной коры крыс
получали в соответствии с протоколом, описанным Mecha и соавт. [21], с изменения-
ми в части выбора регионов головного мозга и получения культур клеток из живот-
ных (P21). Согласно Collins и Bohlen [22] и Bohlen и соавт. [23] микроглия, получен-
ная из мозга крыс в возрасте 21-го дня, имеет зрелый фенотип, поскольку к этому
времени запускается экспрессия основных маркеров созревания [24]. Первичную
смешанную культуру глиальных клеток инкубировали в культуральных флаконах,
покрытых поли-L-лизином, в питательной среде DMEM (Thermo Fisher Scientific) с
добавлением инактивированной фетальной бычьей сыворотки (10%) (Gibco) и анти-
биотиков (стрептомицина и пенициллина в концентрации 100 мкг/мл) в течение 11–
14 дней при 37°С в увлажненном инкубаторе в атмосфере 5% СО2 и 95% воздуха, ме-
няя питательную среду каждые три дня. Выделенные из смешанной культуры микро-
глию и астроциты выращивали в аналогичной питательной среде и условиях инкуби-
рования в течение 72 ч. Чистота полученных культур клеток отслеживалась посред-
ством визуального анализа фенотипа с помощью микроскопа Zeiss Primo Star (Carl
Zeiss) при подсчете их количества в камере Горяева. Используемый метод подготовки
глиальных культур на основе протокола Mecha и соавт. предполагает выделение мик-
роглии с чистотой до 99.14% и астроцитов с чистотой 97.29% [21].

Кокультивирование микроглии и астроцитов проводилось в 24-луночных план-
шетах с использованием вставок с диаметром пор 1 мкм в PET мембране (BD Bio-
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science) в течение 24 ч. При этом микроглия высевалась на дно культурального
планшета, а астроциты – на мембрану.

По истечении 24 ч в питательную среду части клеточных культур как в контрольных,
так и в выращенных при кокультивировании с астроцитами, добавлялся бактери-
альный липополисахарид (ЛПС) Escherichia coli O127:B8 (Sigma-Aldrich) в концен-
трации 500 нг/мл, после чего культуры клеток инкубировали в течение 6 ч [25, 26].

Таким образом, было получено по четыре культуры клеток для каждого региона:
1) культура микроглии без добавления ЛПС (контроль № 1); 2) микроглия, кокуль-
тивированная с астроцитами без добавления ЛПС (контроль № 2); 3) культура
микроглии с добавлением ЛПС в питательную среду; 4) микроглия, кокультивиро-
ванная с астроцитами, с добавлением ЛПС. После инкубирования культур клеток с
ЛПС анализировали уровни транскрипции генов транспортеров семейства Slc.

Анализ уровней транскрипции генов
Для анализа уровней транскрипции генов транспортеров была выделена РНК из

4 типов культур клеток с помощью набора RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen) в соответ-
ствии с протоколом, рекомендованным производителем, с дополнительной обра-
боткой ДНКазой и добавлением 10 мкл β-меркаптоэтанола на каждый 1 мл лизиру-
ющего буфера. Концентрацию РНК измеряли с помощью флуориметра Qubit 2.0
(Invitrogen) и набора реагентов Qubit® RNA BR Assay Kit (Invitrogen). В результате
измерения было установлено, что среднее количество РНК для каждого образца
составляет около 30 мкг.

Выделенная РНК использовалась для постановки обратной транскрипции c по-
мощью набора MMLV RT (Евроген) в соответствии с протоколом, рекомендован-
ным производителем.

Уровни транскрипции генов транспортеров семейства Slc определяли методом
количественной ПЦР. В качестве референсного гена был выбран ген β-актина
(ACTb), он является одним из наиболее стабильно экспрессирующихся генов в
ЦНС крысы [27]. Для количественной ПЦР использовали ДНК-полимеразу Taq и
10x буфер Taq, 50x SYBR Green I, смесь dNTP (все Евроген). Амплификацию про-
водили в реакционной смеси, содержащей: 1x буфер Taq, 1х SYBR Green I, 0.25 мкМ
смеси dNTP, 0.3 нМ смеси праймеров (последовательности приведены в табл. 1),
0.2 мкл Taq ДНК-полимеразы. Амплификацию проводили с помощью термоцик-
лера CFX96 Thermal cycler (Bio-Rad) при следующих условиях: первичная денату-
рация при 95°С в течение 3 мин, затем 50 циклов: денатурация при 95°С в течение
10 с, отжиг праймеров при 59°С (в зависимости от используемых праймеров) в те-
чение 20 с и элонгация цепи при 72°С в течение 30 с. Все исследуемые и контроль-
ные образцы амплифицировали в пятикратной повторности.

Статистический анализ
Анализ всех полученных результатов осуществлялся с помощью программного

обеспечения GraphPad Prism 7. Все результаты представлены как среднее ± стан-
дартное отклонение. Статистическую обработку данных выполняли с помощью
двухфакторного дисперсионного анализа ANOVA с последующим post hoc анали-
зом с помощью критерия Tьюки. Различия между группами считались статистиче-
ски значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Для анализа влияния ЛПС на уровни транскрипции генов, кодирующих транс-
портеры семейства Slc, были отобраны 4, среди которых транспортеры глутамата
[28, 29]: транспортер возбуждающих аминокислот 3 (Slc1a1, EAAT3), транспортер
возбуждающих аминокислот 4 (Slc1a6, EAAT4) [30, 31] и транспортер везикулярного
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глутамата 1 (Slc17a7, VGLUT1) [32], а также транспортер монокарбоксилата
1 (Slc16a1, MCT1) [33, 34]. Таким образом, в анализ были взяты наименее изучен-
ные транспортеры глутамата, поскольку чаще всего при изучении влияния воспа-
ления на транспорт глутамата, в том числе, в микроглии исследуют GLT-1 (Slc1a2,
EAAT2) и GLAST (Slc1a3, EAAT1) [4, 35–37], а везикулярные транспортеры глута-
мата изучаются исключительно на примере нейронов [38, 39], хотя в недавней ра-
боте Brioschi и соавт. было продемонстрировано наличие экспрессии (мРНК)
Slc17a7 в клетках микроглии [40].

Анализ уровней транскрипции генов транспортеров семейства Slc в гиппокампе
В результате проведенных нами исследований были установлены уровни тран-

скрипции генов транспортеров возбуждающих аминокислот 3 (Slc1а1) (рис. 1a) и
4 (Slc1а6) (рис. 1b), монокарбоксилата 1 (Slc16a1) (рис. 1c) и везикулярного глута-
мата 1 (Slc17а7) (рис. 1d) в гиппокампе.

Транскрипция всех исследуемых генов в монокультурах клеток микроглии (кон-
трольная культура клеток) отмечалась в пределах минус 1.92–минус 3.43 (в лога-
рифмической шкале), при совместном культивировании клеток микроглии с аст-
роцитами транскрипция генов усиливалась в разной степени, максимальное уве-
личение отмечалось для гена Slc1а1, уровень транскрипции составил 1.38 (в
логарифмической шкале), тогда как минимальное было отмечено для гена Slc17a7,
и уровень транскрипции составил минус 0.42 (в логарифмической шкале).

При добавлении ЛПС транскрипция гена Slc1а1 полностью прекращалась как в
монокультурах, так и кокультивированных культурах клеток микроглии. Транскрип-
ция генов Slc1а6, Slc16a1 и Slc17а7 изменялась сходным образом, существенно повы-
шаясь в активированной монокультуре клеток микроглии по сравнению с контроль-
ной культурой клеток, и существенно снижаясь до уровня не стимулированных мо-
нокультур в клетках микроглии, культивируемых совместно с астроцитами.

Более того, при активации уровень транскрипции гена Slc1а6 был выше в моно-
культуре клеток микроглии по сравнению с кокультивированными культурами кле-
ток микроглии (p < 0.01). Также было установлено, что добавление ЛПС к кокульти-
вированной культуре клеток микроглии приводило к ослаблению транскрипции ге-
на Slc1а6 по сравнению с аналогичной не активированной культурой (p < 0.0001).

Схожая картина наблюдалась и при анализе уровней транскрипции генов
транспортера монокарбоксилата 1 (Slc16a1) и транспортера везикулярного глута-
мата 1 (Slc17а7) в гиппокампе.

Анализ уровней транскрипции генов транспортеров семейства Slc
в префронтальной коре головного мозга

Аналогичный анализ уровней транскрипции исследуемых генов в префронталь-
ной коре головного мозга продемонстрировал присутствие трех генов транспорте-
ров (рис. 2) за исключением гена Slc1а1, который либо не транскрибируется в этом

Таблица 1. Последовательности праймеров, использованных для анализа уровней тран-
скрипции генов транспортеров семейства Slc

Уровни транскрипции выбранных генов определялись с помощью метода 2–ΔΔСt.

Ген Forward 5'–3' Reverse 5'–3' T отжига, °С

ACTb GCGAGTACAACCTTCTTGCAG TGAAGGTCTCAAACATGATCTGG 59
Slc1a1 (EAAT3) CTCGTCATTCTGCCACTGATTA AGGCTTGATGCTCACAACTAA 59
Slc1a6 (EAAT4) TGGCATCCTTGGACAACAA AACCATTAGGATGCCGATGAA 59
Slc17a7 (VGLUT1) TGGCTACCTCCACCCTAAATA CGAAGATGACACAGCCATAGT 59
Slc16a1 (MCT1) CTTGTGGCGTGATCCTCAT TCCTCTTTACCGTCCCTCTT 59
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Рис. 1. Уровни транскрипции генов Slc1а1, Slc1а6, Slc16а1 и Slc17а7 в гиппокампе, нормализованные на
референсный ген, представленные в логарифмической шкале. Microglia – культура клеток микроглии
(контроль); Microglia_LPS – культура клеток микроглии с добавлением ЛПС в питательную среду; Mi-
croglia_Astrocytes – микроглия, кокультивированная с астроцитами (контроль); Microglia_Astro-
cytes_LPS – микроглия, кокультивированная с астроцитами c добавлением ЛПС в питательную среду.
* – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001; **** – p < 0.0001.
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регионе, либо уровень его транскрипции находится на столь низком уровне, что
его невозможно детектировать с помощью ПЦР.

В префронтальной коре транскрипция трех обнаруженных генов в монокультурах
клеток микроглии (контрольная культура клеток) отмечалась в довольно узком диа-
пазоне от минус 2.16 до минус 2.33 (в логарифмической шкале), при совместном
культивировании клеток микроглии с астроцитами усиливалась транскрипция
Slc17a7 (рис. 2a) и Slc16a1 (рис. 2b) в разной степени, максимальное увеличение отме-
чалось для гена Slc16а1, уровень транскрипции составил минус 0.69 (в логарифмиче-
ской шкале), тогда как уровень транскрипции гена Slc1а6 (рис. 2c) наоборот снижался.

При добавлении ЛПС транскрипция гена Slc1а6 в префронтальной коре полно-
стью прекращалась как в монокультурах, так и кокультивированных культурах
клеток микроглии. Транскрипция генов Slc17a7 и Slc16a1 изменялась сходным об-
разом, существенно повышаясь. Особенно выраженное повышение транскрипции
генов Slc17a7 и Slc16a1 (максимальный уровень транскрипции в данном регионе
мозга) отмечалось в клетках микроглии, культивируемых совместно с астроцитами.

Также анализ уровней транскрипции гена Slc17а7 показал повышение тран-
скрипции данного гена при кокультивировании культуры клеток микроглии с астро-
цитами по сравнению с активированной монокультурой клеток микроглии (p < 0.05).
Однако, как уже было сказано выше, самый высокий уровень транскрипции гена
Slc17а7 наблюдался при активации клеток микроглии, культивируемых совместно
с астроцитами (p < 0.0001 по сравнению с монокультурой клеток микроглии).

Схожая картина наблюдалась и при анализе уровней транскрипции гена Slc16a6
в префронтальной коре головного мозга (рис. 2b), за исключением повышения
уровня транскрипции данного гена при добавлении ЛПС к монокультуре клеток
микроглии по сравнению с неактивированной монокультурой клеток микроглии
(p < 0.01), поскольку для гена Slc17a7 уровни транскрипции в этих двух группах бы-
ли примерно одинаковыми.

Изменения уровней транскрипции генов транспортеров семейства SLC 
относительно контрольной культуры клеток микроглии

Также нами были рассчитаны изменения уровней транскрипции генов транс-
портеров семейства SLC относительно неактивированной монокультуры клеток
микроглии (контрольная культура клеток микроглии) для изучаемых регионов
мозга (префронтальная кора и гиппокамп) (табл. 2). Изменения в уровнях тран-
скрипции генов рассчитывались по следующей формуле:

где УТэксперимент – уровень транскрипции гена в исследуемой культуре клеток мик-
роглии (Microglia_LPS, Microglia_Astrocytes, Microglia_Astrocytes_LPS); УТконтроль –
уровень транскрипции гена в неактивированной монокультуре клеток микроглии
(Microglia).

Таким образом, мы еще раз наглядно демонстрируем повышение уровней тран-
скрипции всех изучаемых генов транспортеров семейства Slc во всех исследуемых
группах относительно контрольной культуры микроглии без добавления ЛПС и
без астроцитарного окружения.

Анализ региональной гетерогенности уровней транскрипции генов транспортеров 
семейства Slc в гиппокампе и префронтальной коре

После анализа уровней транскрипции генов транспортеров семейства Slc в гиппо-
кампе и префронтальной коре в зависимости от условий культивирования, мы проана-
лизировали региональные различия в уровнях транскрипции этих генов между двумя

−
×эксперимент контроль

контроль

УТ УТ
100%,

УТ
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Рис. 2. Уровни транскрипции генов Slc17а7, Slc16а1 и Slc1a6 в префронтальной коре, нормализованные
на референсный ген, представленные в логарифмической шкале. Microglia – культура клеток микро-
глии (контроль); Microglia_LPS – культура клеток микроглии с добавлением ЛПС в питательную среду;
Microglia_Astrocytes – микроглия, кокультивированная с астроцитами (контроль); Microglia_Astro-
cytes_LPS – микроглия, кокультивированная с астроцитами c добавлением ЛПС в питательную среду.
* – p < 0.05; ** – p < 0.01; *** – p < 0.001; **** – p < 0.0001.
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регионами (рис. 3). Так, уровни транскрипции генов Slc1а6 (рис. 3a) и Slc17а7 (рис. 3b)
в неактивированной монокультуре клеток микроглии были выше в префронтальной
коре по сравнению с гиппокампом, также уровни транскрипции генов Slc17a7 и
Slc16a1 (рис. 3c) были выше в коре при кокультивировании микроглии с астроцитами
при добавлении ЛПС. При этом уровни транскрипции генов Slc17а7 и Slc16a1 в гиппо-
кампе были выше, чем в префронтальной коре в культуре стимулированных ЛПС кле-
ток микроглии и в контрольных при кокультивировании микроглии с астроцитами без
добавления ЛПС, последний факт также был характерен для транскрипции гена Slc1a6.

Результаты дисперсионного анализа влияния ЛПС на уровни транскрипции ге-
нов семейства Slc в зависимости от региона мозга приведены в табл. 3.

Проанализировав данные, приведенные в табл. 3, можно заключить, что на
уровни транскрипции генов транспортеров семейства Slc оказывает влияние как
введение ЛПС в культуральную среду, так и первоначальная локализация клеток
микроглии по регионам мозга (в обоих случаях p < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Микроглия составляет примерно 5–10% всех клеток головного мозга и выпол-
няет роль иммунных клеток в ЦНС [41]. При различных патологических процессах
в ЦНС она трансформируется, изменяя свою морфологию (из неактивной формы
в активированную) и функции, что позволяет предположить факт изменения набо-
ра транскрибируемых генов в клетках под воздействием различных факторов [42].

Так, нами была обнаружена транскрипция генов Slc1а1 и Slc1а6, считающихся
преимущественно нейрональными транспортерами глутамата [43]. Однако в случае
гена Slc1a1 существуют доказательства его экспрессии в микроглиальных клетках [9,
44, 45], тогда как по литературным данным экспрессия гена Slc1a6 была обнаружена
только в нейронах и астроцитах [9, 46]. Таким образом, обнаружение нами тран-
скрипции данного гена может свидетельствовать либо об обнаружении еще одного
типа клеток в головном мозге, экспрессирующего данный белок, либо лишь о присут-
ствии мРНК данного гена и соответственно наличия в клетках микроглии механиз-
мов блокирования трансляции белка с этих транскриптов. Для подтверждения одного
из данных фактов необходимо проведение дальнейших исследований, в частности,
двойное иммуногистохимическое окрашивание на микроглиальный маркер (IBA-1) и
EAAT4 с целью выявления присутствия или отсутствия колокализации данных бел-
ков в клетках микроглии.

Кроме того, снижение до неопределяемого уровня транскрипции гена Slc1а1 в
гиппокампе и в префронтальной коре при введении в культуру клеток микроглии

Таблица 2. Изменения уровней транскрипции генов транспортеров семейства SLC относи-
тельно контрольной культуры клеток микроглии

ns – статистически незначимые результаты (p > 0.05); знак “–" означает уменьшение уровня транскрип-
ции относительно неактивированной монокультуры клеток микроглии.

Ген Регион мозга
Изменения уровней транскрипции в анализируемых культурах клеток

относительно культуры микроглия

микроглия_ЛПС микроглия_астроциты микроглия_астроциты_ЛПС

Slc1a1
Префронтальная кора Не экспрессируется
Гиппокамп Не экспрессируется 172.3% Не экспрессируется

Slc1a6
Префронтальная кора Не экспрессируется –27.2% (ns) Не экспрессируется
Гиппокамп 58.9% 105.3% 24.4% (ns)

Slc17a7
Префронтальная кора 8.7% (ns) 30.9% 67.7%
Гиппокамп 63.3% 87.2% 17.7%

Slc16a1
Префронтальная кора 33.3% 70.2% 76.1%
Гиппокамп 55.4% 89.2% 24.1% (ns)
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ЛПС связано со способностью ЛПС активировать рецепторы TLR4 (Toll-like) и
CD14 (кластер дифференцировки) на поверхности клеток микроглии [47] и запус-
кать ряд сигнальных клеточных каскадов (в том числе, NF-κB, MAPK, JAK-STAT сиг-
нальные пути) [48], способных приводить к изменению уровней экспрессии генов,
опосредующих воспалительную реакцию, это, в свою очередь, оказывает влияние

Рис. 3. Региональная гетерогенность в уровнях транскрипции генов Slc1a6, Slc17а7 и Slc16а1 в префрон-
тальной коре головного мозга (Cortex) и гиппокампе (Hippocampus), нормализованные на референсный
ген, представленные в логарифмической шкале. Microglia – культура клеток микроглии (контроль); Mi-
croglia_LPS – культура клеток микроглии с добавлением ЛПС в питательную среду; Microglia_Astrocytes –
микроглия, кокультивированная с астроцитами (контроль); Microglia_Astrocytes_LPS – микроглия, ко-
культивированная с астроцитами c добавлением ЛПС в питательную среду. 
* – p < 0.05; ** –p < 0.01; *** – p < 0.001; **** – p < 0.0001.
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на экспрессию транспортеров различных веществ. Так, например, в астроцитах на
подавление транскрипции генов глутаматных транспортеров оказывает влияние
фактор некроза опухоли α (TNFα) [49], выделяемый как активированной микро-
глией, так и самими астроцитами. Подавление транскрипции глутаматных транс-
портеров запускается также другими провоспалительными цитокинами (интерлей-
кином-1, интерлейкином-6 и другими), нейротрофическими факторами (BDNF,
GDNF), секретируемыми активированной микроглией. Эти данные позволяют
предположить наличие похожих механизмов регуляции транскрипции генов в клет-
ках микроглии и объяснить полученные результаты. Более того, как было показано в
работе Takaki и соавт., на ранних стадиях нейровоспаления активация микроглии
способствует повышению уровня внеклеточного глутамата за счет выделения его са-
мими клетками микроглии, что приводит к повышению внутриклеточного глутамата
в астроцитах [4]. В свою очередь, повышение внутриклеточного глутамата в астроци-
тах подавляет в них экспрессию глутаматных транспортеров, вследствие чего уро-
вень внеклеточного глутамата увеличивается еще больше [4]. Данных о блокирова-
нии экспрессии (мРНК) глутаматных транспортеров в микроглии нет, однако, мож-
но предположить наличие подобного механизма, как это происходит в астроцитах.
При этом за накопление внеклеточного глутамата при воспалении ответственна так-
же система цистин-глутаматного обмена. Продукция белков, входящих в состав этой
системы, повышается по мере увеличения высвобождения провоспалительных ци-
токинов [50]. Таким образом, при введении ЛПС in vitro в клетках микроглии проис-
ходит делегирование нагрузки по выделению глутамата системе цистин-глутаматно-
го обмена (белки которой продуцируются не только астроцитами, но и микроглией
[51, 52]) вместо транспортеров возбуждающих аминокислот.

Как известно, микроглия играет важную роль в поддержании формирования и
консолидации связей между нейронами [53], в том числе, в удалении части синап-
сов на стадиях раннего развития мозга [54]. В работе Brioschi и соавт. было впервые
показано, что в микроглии экспрессируется ген транспортера везикулярного глу-
тамата Slc17a. При этом было установлено повышение уровня экспрессии гена
Slc17a7 при различных патологиях, в том числе, при воспалительных реакциях
мозга, затрагивающих функционирование синапсов (например, болезнь Альцгей-
мера) [40]. С этими сведениями вполне согласуются наши данные относительно

Таблица 3. Результаты дисперсионного анализа (ANOVA) влияния ЛПС на уровни тран-
скрипции генов семейства Slc в зависимости от региона мозга

Знак “*” в строке "Факторы” – взаимодействие факторов дисперсионного анализа. В ячейках таблицы
приведены значения критерия Фишера (F) и уровни достоверности влияния соответствующих факторов
и их взаимодействия на характеристики средних значений уровней транскрипции соответствующих ге-
нов семейства Slc.

Ген
Факторы

регион мозга ЛПС регион мозга * ЛПС

Slc1а1 F = 5.32
p = 0.0300

F = 138.73
p < 0.0001

F = 138.73
p < 0.0001

Slc1а6 F = 18.11
p = 0.0003

F = 42.80
p < 0.0001

F = 78.56
p < 0.0001

Slc16а1 F = 4.66
p = 0.0411

F = 75.60
p < 0.0001

F = 20.52
p < 0.0001

Slc17а7 F = 15.35
p = 0.0006

F = 104.33
p < 0.0001

F = 107.35
p < 0.0001
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повышенного уровня транскрипции данного гена в клетках микроглии в присут-
ствии ЛПС как в гиппокампе, так и префронтальной коре, а также при кокульти-
вировании с астроцитами (только в коре).

При активации микроглии выделяют два фенотипа: провоспалительный (M1)
и противоспалительный (M2), отличающиеся экспрессируемыми маркерами и
набором цитокинов [55, 56]. Кроме того, появляется все больше данных, свиде-
тельствующих о важности метаболических путей в репрограммировании микро-
глии и, в частности, демонстрирующих повышенный уровень гликолиза в М1-
микроглии [57]. В то же время, транспортеры монокарбоксилата являются регу-
ляторами гликолиза, выделяя избыточный лактат во внеклеточное пространство.
Таким образом, уровень экспрессии транспортера монокарбоксилата прямо про-
порционален уровню гликолиза в клетках микроглии и повышается при нейро-
воспалении [34]. Соответствующее увеличение уровней транскрипции гена
Slc16a1 наблюдается для культур микроглии при введении ЛПС в обоих исследу-
емых регионах мозга, однако, астроцитарное окружение в случае гиппокампа
нивелирует влияние ЛПС на микроглию, делая уровни транскрипции генов меж-
ду контрольной культурой микроглии и микроглией, кокультивированной с аст-
роцитами и ЛПС, практически не различимыми, тогда как в префронтальной ко-
ре астроцитарное окружение способствует повышению уровня транскрипции ге-
на Slc16a1 независимо от присутствия ЛПС.

Повышение уровней транскрипции исследуемых генов в неактивированных
ЛПС культурах клеток микроглии при кокультивировании с астроцитами по срав-
нению с контрольной культурой микроглии наблюдается как в префронтальной
коре, так и в гиппокампе (кроме Slc1а6 в коре). Полученные уровни транскрипции
данных генов транспортеров глутамата являются более близкими к физиологиче-
ским значениям и более приближенными к условиям in vivo, поскольку в подобных
условиях астроглия и микроглия находятся в тесном контакте друг с другом, что
дает им возможность обмениваться веществами, выделяемыми во внеклеточное
пространство, и оказывать влияние друг на друга.

Выявленные региональные различия в уровнях транскрипции генов Slc1а6,
Slc17а7 и Slc16a1 в гиппокампе и префронтальной коре, а также неопределяемые
уровни транскрипции гена Slc1a1 могут быть объяснены специфическими профи-
лями экспрессии генов в разных регионах мозга как для микроглии, так и для аст-
роцитов. Например, полученные данные могут быть следствием гетерогенности
именно астроцитов, которая была подтверждена ранее [58, 59], и на основе которой
выделяют различные субпопуляции астроцитов. Предполагается, что разнообразие
профилей продукции белков, ответственных за основные функции астроцитов, свя-
зано с избирательной уязвимостью отдельных регионов мозга к конкретным по-
вреждающим факторам, в том числе, к воспалительным реакциям. При этом одно-
значно предсказать реакцию астроцитов на воспаление невозможно, поскольку
эти клетки способны выделять в ответ на него противоположные по действию ве-
щества (про- и противовоспалительные цитокины и хемокины, антиоксиданты,
свободные радикалы и нейротрофические факторы) [60].

При этом есть исследования, согласно которым микроглия также обладает регио-
нальной гетерогенностью [61], в частности, увеличение плотности микроглии при
нейровоспалении зависит не только от дозы ЛПС, но от региона мозга [62]. В другом
исследовании были показаны различия в уровнях экспрессии основных микрогли-
альных маркеров в зависимости от региона головного мозга [63]. Более того, в работе
Stratoulias и соавт. было продемонстрировано, что микроглия гиппокампа отличается
от микроглии других регионов, экспрессируя специфические гены (например, фаго-
цитоз-ассоциированный ген Clec7a), характерные только для этого региона и, воз-
можно, направленные на поддержание нейрогенеза в нейрогенных нишах [64], по-
скольку подтверждено участие микроглии в регуляции нейрогенеза в гиппокампе у
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взрослых [65]. В гиппокампе была обнаружена так называемая “темная” микроглия,
демонстрирующая специфический профиль экспрессии генов [66]. Таким образом,
региональные различия в уровнях транскрипции исследуемых нами генов транспор-
теров глутамата могут быть объяснены не только разнообразием популяций астроци-
тов в головном мозге, но и присутствием в этих регионах ЦНС специфических попу-
ляций микроглии, особенно в гиппокампе. Однако для подтверждения данного факта
необходимы дополнительные исследования по определению популяций микроглии и
астроцитов в гиппокампе и префронтальной коре.

В результате проведенного исследования нами были получены данные, свиде-
тельствующие о влиянии ЛПС на уровни транскрипции генов нескольких транс-
портеров семейства SLC, вовлеченных в транспорт глутамата и монокарбоксила-
тов, в клетках микроглии in vitro в зависимости от астроцитарного окружения. Более
того, нами были продемонстрированы региональные отличия в уровнях тран-
скрипции данных генов транспортеров в ответ на введение бактериального ЛПС.

Таким образом, было подтверждено изменение профиля транскрипции генов
глутаматных и монокарбоксилатных транспортеров, экспрессируемых в активиро-
ванных ЛПС клетках микроглии, а также влияние астроцитарного окружения на
изменение уровней транскрипции этих транспортеров в микроглии. Однако для
выяснения механизмов взаимодействия микроглии и астроцитов, в том числе, при
воспалительных реакциях в ЦНС требуются дальнейшие исследования.
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Study of the Influence of Bacterial Lipopolysaccharide on the Slc Family Transporter Genes 
Transcription Levels in Microglia In Vitro

I. A. Starovoytovaa and I. N. Dominovaa, *
aInstitute of Living Systems, Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russia

*e-mail: irinadominova@gmail.com

Neurodegenerative brain diseases are accompanied by processes of inf lammation and
excitotoxicity, in which microglia and astrocytes play an important role. However, today
there is no clear picture showing the exact mechanisms of interaction and influence of
glial cells on each other in processes associated with inflammatory reactions in the brain.
The aim of the study was to determine the effect of bacterial lipopolysaccharide (LPS),
as an inducer of inflammatory reactions, on the transcription levels of the Slc family
transporter genes in microglia in vitro, depending on the astrocytic environment, as well
as to identify regional differences in the levels of transcription of these genes depend-
ing on the region of the brain from which the microglia were extracted. The study was
carried out on microglial cells under conditions of monoculture and co-cultivation
with astrocytes. Microglia and astrocytes were isolated from the cortex and hippocam-
pus of 21-day-old Wistar rats. Microglia were activated using LPS. The transcription
levels of genes encoding the transporters of the Slc family were analyzed by quantitative
PCR. An increase in LPS-induced transcription levels of the genes of the excitatory
amino acid transporter 3 (Slc1a1, EAAT3), the excitatory amino acid transporter
4 (Slc1a6, EAAT4), the vesicular glutamate transporter 1 (Slc17a7, VGLUT1) and the
monocarboxylate 1 transporter (MCT1a1) was shown in microglial cells in vitro both
during monoculture and in the presence of astrocytes. In microglial cultures, in response
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to the LPS, transcription levels of the Slc family transporter genes significantly increased
by 33.5–63.3%, in a culture co-cultured with astrocytes – by 30.8–172.3%, and in a cul-
ture co-cultured with astrocytes in response to LPS – by 17.8–76.0% compared to non-
activated (control) cultures. Moreover, regional differences in the transcription levels of
the studied transporter genes in response to LPS administration were demonstrated.
Thus, the change in the transcription profile of glutamate and monocarboxylate trans-
porters upon activation of microglia caused by LPS was confirmed, as well as the partic-
ipation of the astrocytic environment in changes in the levels of transcription of genes of
these transporters in microglia. In the course of this study, it was shown that, in response
to the action of a proinflammatory factor (LPS), transcription levels of the Slc family
transporter genes is activated in microglial cells.

Keywords: microglia, astrocytes, glutamate, lactate, glutamate transporters, monocar-
boxylate transporters, lipopolysaccharide, neuroinflammation
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