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Гематоэнцефалический барьер обеспечивает оптимальные условия для функци-
онирования нейронов головного мозга. Барьерные свойства эндотелия крове-
носных сосудов мозга определяются белками семейства клаудина и окклюди-
ном, которые являются ключевыми молекулярными детерминантами избира-
тельного межклеточного транспорта. В формировании структуры плотных
контактов важная роль принадлежит липидам плазматической мембраны, объ-
единенные в липидный рафт вместе с белками плотных контактов. Развитие
нейродегенеративных заболеваний и психиатрических расстройств коррелирует
с изменением клаудинов в эндотелии сосудов головного мозга. Исследовали вли-
яние метил-бета-циклодекстрина (МбЦД), который вызывает дестабилизацию
липид-упорядоченной фазы плазматической мембраны, на уровень клаудина-1,
-5 и окклюдина в ткани мозга крысы. Самцам крыс внутривенно вводился
МбЦД в дозе 5 мг/кг массы тела животного, через 30 мин ткань мозга бралась для
проведения Вестерн-блота и иммуногистохимии. МбЦД вызывал значительное
снижение уровня клаудина-5 в ткани лобных долей мозга крысы. Уровень кла-
удина-1 и окклюдина оставался без изменений. Иммуногистохимия и анализ
изображений на конфокальном лазерном микроскопе подтверждают, что изме-
нение уровня клаудина-5 локализовано в эндотелии кровеносных сосудов. Кла-
удин-5 вносит основной вклад в непроницаемость эндотелия кровеносных сосу-
дов, поэтому можно предположить, что изменение упорядоченности липидной
фазы рафтов может привести к увеличению межклеточной проницаемости. По-
лученные результаты свидетельствуют о том, что липидное окружение является
важным молекулярным компонентом плотных контактов эндотелия кровенос-
ных сосудов головного мозга крысы и может принимать участие в поддержании
и регуляции барьерных свойств гематоэнцефалического барьера.
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Эндотелий кровеносных сосудов головного мозга является одной из ключевых
структур гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), который обеспечивает регулируе-
мый транспорт ионов, воды и различных веществ между плазмой крови и паренхи-
мой головного мозга [1, 2]. Функционирование эндотелия сосудов приводит к ста-
билизации и поддержанию функций нейронов [3, 4], а нарушение целостности
ГЭБ вовлечено в патогенез различных нейродегенеративных заболеваний [5, 6].
Плотные контакты представляют собой апикальный комплекс белков, располо-
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женных в плазматических мембранах соседних эндотелиоцитов и взаимодействую-
щих между собой в межклеточном пространстве. Разнообразие белков, составляю-
щих этот комплекс, в первую очередь белков семейства клаудина, обеспечивает се-
лективную парацеллюлярную проницаемость [7, 8]. Молекулярная архитектоника
плотных контактов представляется в виде кластеров взаимосвязанных белков [9],
образующих с помощью адаптерных белков и протеинкиназ сигнальную платфор-
му [10]. В кластеризации белков плотных контактов плазматической мембраны
клеток важную роль играют липиды, объединенные в липидный рафт вместе с кла-
удинами [11]. Изучение роли липидного окружения в регуляции функций класте-
ров белков плазматической мембраны проводят с помощью производных цикли-
ческого олигосахарида – циклодекстрина. Эти соединения вызывают дестабилиза-
цию липид-упорядоченной фазы плазматической мембраны, что приводит к
увеличению текучести и проницаемости этих мембран клеток в модельных услови-
ях [12, 13]. В исследованиях in vivo на животных моделях нейродегенеративных забо-
леваний преимущественно используют 2-гидроксипропил-бета-циклодекстрин [14].
Для анализа роли липидного окружения в плотных контактах используют метил-
бета-циклодекстрин (МбЦД) [15, 16].

Данные о роли липидного окружения в формировании эндотелиального барьера
кровеносных сосудов мозга на животных ограничены. Известно, что основной вклад
в непроницаемость эндотелия сосудов головного мозга вносит клаудин-5 [17]. Раз-
витие психиатрических расстройств коррелирует с изменением клаудина-5 в эндо-
телии сосудов головного мозга [18, 19]. Данные о влиянии МбЦД на эндотелий сосу-
дов головного мозга ограничиваются единичной статьей, в которой иммуногистохи-
мическим методом показано уменьшение сигнала клаудина-5 в эндотелиоцитах при
действии этого соединения [15]. Эти данные требуют подтверждения с помощью
других методов, оценивающих уровень белка в эндотелиоцитах. Стоит отметить,
что в плотных контактах эндотелия кровеносных сосудов головного мозга пред-
ставлены различные клаудины. В первичных культурах эндотелиоцитов сосудов
мозга мышей и крыс продемонстрировано наличие клаудина-1 [20, 21]. Удаление
холестерина с помощью МбЦД из липидных рафтов в линии клеток Сасо-2 свиде-
тельствует о том, что этот белок, в отличие от других клаудинов, не реагирует на де-
стабилизацию липидного окружения [16]. Этот факт позволяет предположить диф-
ференцированную реакцию белков плотных контактов в эндотелии сосудов голов-
ного мозга на МбЦД, что может быть принципиально важно при прогнозировании
изменения проницаемости эндотелиального барьера кровеносных сосудов. В то вре-
мя как клаудины влияют на проницаемость эпителия для ионов, окклюдин востре-
бован для ограничения парацеллюлярного транспорта органических молекул [22].
Окклюдин представлен в плотных контактах эндотелиальных клеток сосудов мозга
человека и включен в регуляцию проницаемости этих клеток при действии различ-
ных факторов [23, 24]. Цель данного исследования состояла в изучении уровня
клаудина-1, -5 и окклюдина в эндотелии сосудов головного мозга крыс при внут-
ривенном введении метил-бета-циклодекстрина.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные животные и схема эксперимента. В экспериментах исполь-
зовали самцов крыс Вистар (масса тела 180–200 г, n = 5). Животных содержали в
клетках по пять особей при стабилизированной температуре и фиксированном
стандартном освещении (12 ч свет/12 ч темнота). Животных содержали на стан-
дартном рационе питания при свободном доступе к пище и воде. Все процедуры,
выполненные в исследованиях с участием животных, соответствовали этическим
стандартам, утвержденным правовыми актами РФ, принципам Базельской декла-
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рации и рекомендациям Этического комитета по работе с животными Санкт-Пе-
тербургского государственного университета.

Для исследования влияния действия МбЦД крысам его вводили внутривенно в
дозе 5 мг/кг массы тела животного. Ранее было установлено, что эта доза при внут-
ривенном введении оказывает влияние на структуру плотных контактов кровенос-
ных сосудов мозга [15]. Через 30 мин проводили декапитацию животных на гильо-
тине (OpenScience, Россия). Животным из группы контроля внутривенно вводили
такой же объем физиологического раствора. Ткань лобных долей головного мозга
замораживали при –80°С для последующего проведения Вестерн-блот анализа, а
также фиксировали в 10%-ном забуференном формалине для иммуногистохимии.
Пробы для Вестерн-блота и иммуногистохимии брали у всех животных из одной и
той же области мозга. Иссекали участок головного мозга перед центральной изви-
линой, который соответствует моторной зоне коры крысы.

Вестерн-блот. Для проведения Вестерн-блот анализа ткань мозга была гомоге-
низирована при помощи механического гомогенизатора Retsch MM 400 (Retsch,
Германия) с добавлением лизирующего буфера RIPA (25 мМ HEPES (pH 7.6); 2 мМ
EDTA; 25 мМ NaF; 1% SDS), содержавшего ингибиторы протеаз cOmplete mini EDTA
tablets (Roche, Германия). Вестерн-блот проводили, как описано нами ранее [25].
Применяли первичные антитела против: клаудина-1 (1 : 1000, Invitrogen, США), кла-
удина-5 (1 : 500, Invitrogen, США), окклюдина (1 : 1000, Invitrogen, США), вторич-
ные антитела goat-anti-rabbit и goat-anti-mouse (1 : 1000, Abcam, США). Содержа-
ние клаудинов было нормализовано на общий белок того же образца. Уровень бел-
ков в контрольных группах был принят за 100%.

Иммуногистохимия. После предварительной фиксации в 10%-ном забуференном
формалине перед нарезкой ткань мозга помещали в 15%-ный раствор сахарозы на
24 ч. Затем ткань отмывали в растворе PBS и погружали в криопротектор (Frozen
Section Compound, Leica Biosystems, США) на 30 мин. Получение серийных срезов
замороженной ткани мозга (15 мкм) осуществляли на криостат-микротоме
CM1850UV (Leica Microsystems, Австрия). Срезы в течение 45 мин подвергали теп-
ловой демаскировке в цитратном буфере (T 80°C, 0.01 М, pH 6.0). После серии про-
мывок в PBS срезы инкубировали в блокирующем растворе (0.2% Triton, 10% BSA,
PBS pH 7.4) в течение 2 ч при 37°C, а затем с первичными крысиными поликло-
нальными антителами к клаудину-1 и окклюдину (1 : 100, Thermo Fisher Scientific,
США, # 71-7800, 71-1500), а также с первичными мышиными моноклональными
антителами к клаудину-5 (1 : 100, Thermo Fisher Scientific, США, # 32-2500) в тече-
ние суток при 4°C. После промывания в растворе PBS использовали соответствую-
щие вторичные антитела, конъюгированные с Alexa Fluor-488 (1 : 800, Invitrogen,
США), в течение 120 мин при 37°C. Протокол завершали промыванием срезов в
PBS и нанесением заливочной среды с ядерным красителем 4',6-диамидино-2-фе-
нилиндола (DAPI, 0.1 мкг/мл). Визуализация полученных срезов проводилась с ис-
пользованием микроскопа Leica TCS SP5 (Leica Microsystems GmbH, Германия).
Для дополнительного подтверждения локализации белков плотных контактов
именно в кровеносных сосудах мозга использовали метод двойного иммуномече-
ния с применением первичных мышиных моноклональных антител к PECAM-1
(M-20, 1 : 200, SantaCruz, США) и клаудину-5 (1 : 200, Thermo Fisher Scientific,
США), а также вторичных антител, конъюгированных с Alexa Fluor-488 (1 : 800, In-
vitrogen, США) и CF-633 (1 : 800, Sigma Aldrich, США). Для исключения неспеци-
фического свечения вторичных антител был проведен негативный контроль, кото-
рый показал отсутствие фоновой флуоресценции.

Состав растворов и концентрации физиологически активных веществ. Использо-
вали МбЦД и реактивы для приготовления растворов фирмы Sigma Aldrich (США).
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Статистическая обработка результатов исследований. Статистическая обработ-
ка результатов проводилась общепринятыми методами с использованием компью-
терной статистической программы GraphPad Prism 8 (GraphPad; San Diego, CA,
США). Для обработки данных использовали тест OneWay ANOVA с поправкой
Даннета. Нормальность распределения проверяли с помощью критерия Шапиро–
Уилка. Уровень достоверности р < 0.05 был принят как статистически значимый.
Данные представлены в виде средней арифметической ± стандартная ошибка
среднего (М ± m).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Воздействие МбЦД в течение 30 мин в дозе 5 мг/кг массы тела (в/в введение)
привело к изменению уровня клаудинов и окклюдина в ткани лобных долей голов-
ного мозга крысы. Установлено достоверное снижение уровня клаудина-5 на 75%
по сравнению с контрольной группой. Уровень клаудина-1 и окклюдина остался
без изменений (рис. 1a).

Молекула PECAM-1 является одним из основных белков межклеточных контак-
тов эндотелиальных клеток, поэтому данный белок относят к маркерам этих кле-

Рис. 1. Содержание и локализация белков плотных контактов в ткани лобных долей головного мозга
крысы в контроле и после внутривенного введения метил-бета-циклодекстрина (MbCD) в дозе 5 мг/кг
на 30 мин. a – примеры иммуноблотов (верхняя панель) и денситометрия (нижняя панель) блотов бел-
ков плотных контактов (n = 4 в обеих группах), **p < 0.01 по сравнению с контролем, односторонний
дисперсионный анализ с поправкой Даннета. b – локализация белков плотных контактов в области
кровеносных сосудов лобных долей головного мозга крысы. Распределение клаудинов (зеленый канал)
и овальная форма ядер эндотелиальных клеток (DAPI, синий канал) совпадает с характерным располо-
жением кровеносных сосудов в ткани мозга (шкала – 50 мкм).
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ток с самых ранних исследований [26]. Другим маркером эндотелия кровеносных
сосудов различных областей головного мозга является клаудин-5 [27]. Использова-
ние метода двойной иммуногистохимической метки на контрольных образцах
продемонстрировало идентичный характер распределения сигналов в ткани мозга
от PECAM-1 и клаудина-5, что указывает на их локализацию в кровеносном сосуде
(рис. 2). Кроме этого, протяженный характер распределения сигнала и овальная
форма ядер свидетельствуют, что иммуноокрашивание дает свечение в области эн-
дотелиальных клеток кровеносных сосудов. Сигналы от клаудина-1, -5 и окклюдина
были выявлены на всех образцах. Анализ изображений показывает, что воздей-
ствие МбЦД не привело к распределению этих молекул в ткани мозга. Уменьшение и
увеличение их уровня было специфичным для эндотелия, так как локализовано в
пределах кровеносных сосудов (рис. 1b).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты проведенного исследования показывают, что дестабилизация ли-
пидного состава плазматической мембраны эндотелия кровеносных сосудов лоб-
ных долей головного мозга крысы оказывает влияние на структуру плотных кон-
тактов этих клеток. Внутривенное введение МбЦД в дозе 5 мг/кг через 30 мин при-
водит к изменению уровня белков плотных контактов. МбЦД снижает экспрессию
основного белка плотных контактов эндотелия кровеносных сосудов клаудина-5
оставляя без изменения уровень клаудина-1 и окклюдина. Поскольку известно,
что клаудин-5 является основным барьерообразующим белком плотных контактов
в эндотелиоцитах головного мозга [17], можно предположить, что изменение упо-
рядоченности липидной фазы рафтов может привести к увеличению проницаемо-
сти ГЭБ.

МбЦД является для организма млекопитающих ксенобиотиком. Однако в плазме
крови существуют метаболиты, которые также могут влиять на липиды мембран.
Снижение барьерных свойств эпителия при действии капрата натрия (жирная кис-
лота, С10) может происходить за счет разрушения липидного рафта [28], что свиде-
тельствует о возможном изменении состояния ГЭБ при метаболических изменениях
биохимического профиля плазмы крови.

Иммуногистохимическим методом ранее было показано снижение клаудина-5
при действии МбЦД в эндотелии сосудов мозга [15]. В наших опытах методом Ве-

Рис. 2. Локализация маркеров эндотелия кровеносных сосудов мозга клаудина-5 и PECAM-1 в ткани
головного мозга крысы. a – синий канал сигнал от ядер (DAPI); красный канал – клаудин-5; b – зеле-
ный канал – PECAM-1, красный канал – клаудин-5. Масштабная линейка – 10 мкм.

DAPI
Claudin-5 Claudin-5

PECAM-1

a
10 	m

b
10 	m
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стерн-блота было подтверждено снижение клаудина-5 при применении той же дозы
МбЦД и отсутствие изменений в уровне клаудина-1 и окклюдина. Стоит отметить
согласование результатов экспериментов на животных с опытами по распределе-
нию клаудинов в липидных рафтах при инкубации клеток линии MDCK с капра-
том натрия. Применение капрата натрия приводит к вытеснению клаудина-5 из
липидных рафтов, но не влияет на распределение клаудина-1 [28]. Возможно, это
связано с тем, что рафты имеют различный липидный состав [5]. Циклодекстрины
обладают селективной избирательной активностью относительно экстракции ли-
пидов. МбЦД удаляет из плазматической мембраны клеток преимущественно фос-
фолипиды и холестерин [29]. Эти наблюдения могут свидетельствовать об избира-
тельности взаимодействия отдельных клаудинов, которые имеют различный ами-
нокислотный состав, с липидами рафтов и об их гетерогенном распределении в
структуре плотных контактов.

Отсутствие изменения содержания окклюдина, который важен для стабилиза-
ции плотных контактов в эпителиальных тканях [30], также подтверждает разнооб-
разие эффектов МбЦД на структуру плотных контактов эндотелия сосудов.

Изменение уровня различных белков плотных контактов при действии МбЦД
может происходить при активации различных сигнальных систем клетки. Инте-
гральные белки плазматической мембраны, к которым относятся клаудины и ок-
клюдин, взаимодействуют через адаптерные белки с апикальным актомиозиновым
комплексом и различными сигнальными белками [10]. Воздействие МбЦД приво-
дит к дестабилизации холестерина в плазматической мембране, изменению ее ме-
ханических свойств и, как следствие, происходит перестройка цитоскелета и поли-
меризация актина, что вызывает запуск внутриклеточного сигналинга [31]. Ремо-
делирование апикального актомиозинового кольца приводит к молекулярной
реорганизации состава и структуры плотных контактов, изменению проницаемо-
сти эпителия, в том числе для ионов натрия [32]. В опытах на клеточных линиях
было показано, что уменьшение холестерина в плазматической мембране ведет к
уменьшению экспрессии альфа-1 субъединицы Na,K-АТФазы при включении
Src-зависимого сигнального пути [33]. Использование специфического лиганда
Na,K-АТФазы уабаина подтверждает функциональное взаимодействие через Src-
сигналинг между Na,K-АТФазой и модуляцией экспрессии клаудинов в плотных
контактах [25]. Таким образом, полученные результаты свидетельствуют о том, что
липидное окружение является важным молекулярным компонентом плотных кон-
тактов эндотелия кровеносных сосудов головного мозга крысы и может принимать
участие в поддержании и регуляции барьерных свойств ГЭБ.
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Methyl-Beta-Cyclodextrin Changes the Level of Tight Junction Protein in the Endothelium 
of the Cerebral Vessels

A. G. Markova, *, A. E. Bikmurzinaa, A. A. Fedorovaa, and I. I. Krivoia
aSt. Petersburg State University, St. Petersburg, Russia

*e-mail: a.markov@spbu.ru

The blood-brain barrier provides optimal conditions for the functioning of brain neu-
rons. The barrier properties of the endothelium of brain blood vessels are determined by
proteins of the claudin and occludin families, which are major molecular determinants
of selective intercellular transport. Lipids of the plasma membrane play an important
role in forming the structure of tight junction, which are combined into a lipid raft to-
gether with tight junction proteins. The development of neurodegenerative diseases and
psychiatric disorders correlates changes in claudins in the cerebral vascular endothelium.
We studied the effect of methyl-beta-cyclodextrin (MbCD), which causes destabiliza-
tion of the lipid phase of the plasma membrane, on claudin-1, -5, and occludin levels in
rat brain tissue. Male rats were injected intravenously with MbCD at a dose of 5 mg/kg
of animal body weight, and 30 min later brain tissue was taken for Western blot and im-
munocytochemistry. MbCD caused a significant decrease in the level of claudin-5 in the
tissue of the frontal lobes of the rat brain. The level of claudin-1 and occludin remains
unchanged. Immunohistochemistry and confocal laser microscope image analysis con-
firm that the change in claudin-5 is localized in the endothelium of blood vessels. Clau-
din-5 is a major contributor to the impermeability of the endothelium of blood vessels,
so we can assume that a change in the orderliness of the lipid phase of the rafts may lead
to an increase in intercellular permeability. The results suggest that the lipid environment
is an important molecular component of the tight junction blood vessel endothelium in
the rat brain and may participate in the maintenance and regulation of the barrier prop-
erties of the blood-brain barrier.

Keywords: endothelium, blood vessels, brain, blood-brain barrier, methyl-beta-cyclodex-
trin, claudins, lipid rafts
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