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Í. Â. Êóâà÷åâà è äð.
Áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ öåðåáðàëüíûõ ýíäîòåëèîöèòîâ â ðàííåì ïîñòíàòàëüíîì ðàçâèòèè

Ôîðìèðîâàíèå è ôóíêöèîíàëüíàÿ ïëàñòè÷íîñòü ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüåðà íåðàçðûâíî ñâÿçà-
íû ñ ìîëåêóëÿðíûìè ñîáûòèÿìè, ïðîèñõîäÿùèìè â íåéðîâàñêóëÿðíîé åäèíèöå ãîëîâíîãî ìîçãà â ýìá-
ðèîíàëüíîì è ðàííåì ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäàõ ðàçâèòèÿ îðãàíèçìà. Ñ öåëüþ èçó÷åíèÿ îñîáåííîñòåé áà-
ðüåðîãåíåçà â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, à òàêæå ïîñëå ïåðåíåñåííîé ïåðèíàòàëüíîé ãèïîêñèè è ñòðåñ-
ñà ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè ìû èññëåäîâàëè áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ öåðåáðàëüíûõ ýíäîòåëèîöèòîâ
(êîëè÷åñòâî JAM-, ZO1- è CLDN5-ïîçèòèâíûõ êëåòîê) êðûñ â âîçðàñòå 7 (Ð7), 28 (Ð28) è 70 (P70) ñóò.
Óñòàíîâëåíî, ÷òî â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ JAM, ZO1 è
CLDN5, íåçíà÷èòåëüíî âîçðàñòàåò â ïåðèîä ñ Ð7 äî Ð70 â êîðå, ãèïïîêàìïå è ìèíäàëèíå ãîëîâíîãî ìîçãà.
Ïîñëå ïåðåíåñåííîé ïåðèíàòàëüíîé ãèïîêñèè ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìî óâåëè÷èâàåòñÿ êîëè÷åñòâî êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (JAM è CLDN5) ê âîçðàñòó Ð28—Ð70, òîãäà êàê êîëè÷åñòâî
ZO1+-êëåòîê â ýòîò æå ïåðèîä âðåìåíè ñíèæàåòñÿ. Ñòðåññ ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè âûçûâàåò äèñáàëàíñ
ìåæäó ýêñïðåññèåé ZO1 è äðóãèõ áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ, îäíàêî èçìåíåíèÿ ýòè ïðîòèâîïîëîæíû ïî
íàïðàâëåííîñòè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: öåðåáðàëüíûå ýíäîòåëèîöèòû, áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ, ãèïîêñèÿ, ñòðåññ
ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: CLDN5 (Claudin-5) — áåëîê ïëîòíûõ êîíòàêòîâ, JAM (Junctional ad-
hesion molecule) — áåëîê àäãåçèîííûõ êîíòàêòîâ, ZO1 (Zonula occludens 1) — áåëîê ïëîòíûõ êîíòàêòîâ,
ÃÝÁ — ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêèé áàðüåð.

Ôîðìèðîâàíèå ÃÝÁ (áàðüåðîãåíåç) — ïðîöåññ, ðåàëè-
çóåìûé â ýìáðèîíàëüíîì è ðàííåì ïîñòíàòàëüíîì ïåðèî-
äàõ ðàçâèòèÿ, à òàêæå ïîñëå ïåðåíåñåííîãî ïîâðåæäåíèÿ
ãîëîâíîãî ìîçãà; êðîìå òîãî, ïðèçíàêè àêòèâàöèè àíãèî-
ãåíåçà â ãîëîâíîì ìîçãå ðåãèñòðèðóþòñÿ ïðè ðàçâèòèè
ôåíîìåíà íåéðîïëàñòè÷íîñòè è çàïîìèíàíèÿ (Wallace
et al., 2011; Siegenthaler et al., 2013). Ìîëåêóëÿðíûå ìå-
õàíèçìû íàïðàâëåííîé ìèãðàöèè ýíäîòåëèàëüíûõ ïðîãå-
íèòîðíûõ êëåòîê â òêàíü ìîçãà èçó÷åíû íåäîñòàòî÷íî.
Âåðîÿòíåå âñåãî, ìîáèëèçàöèÿ è ðåêðóòèíã ýíäîòåëèàëü-
íûõ ïðîãåíèòîðíûõ êëåòîê â ðàçâèâàþùåìñÿ è çðåëîì
ìîçãå îñóùåñòâëÿþòñÿ áëàãîäàðÿ ïðîäóêöèè ïàðàêðèí-
íûõ è ýíäîêðèííûõ ñèãíàëîâ, ïðîäóöèðóåìûõ êëåòêàìè
íåéðîâàñêóëÿðíîé åäèíèöû â (ïàòî)ôèçèîëîãè÷åñêèõ
óñëîâèÿõ.

Íàðóøåíèå ðàçëè÷íûõ ýòàïîâ áàðüåðîãåíåçà, â òîì
÷èñëå ôîðìèðîâàíèÿ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ öåðåáðàëüíûõ
ýíäîòåëèîöèòîâ, è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÃÝÁ â öåëîì èíäó-
öèðóåòñÿ ìíîãèìè ôàêòîðàìè: ïîäàâëåíèåì âî âðåìÿ
âíóòðèóòðîáíîãî ïåðèîäà âàñêóëîãåíåçà è íåéðîãåíåçà;
âëèÿíèåì ïàòîëîãèè áåðåìåííîñòè è ïåðèíàòàëüíîãî
ñòðåññà íà ðåãóëÿöèþ ðàçâèòèÿ è ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ÃÝÁ
è òðàíñïîðòíûå ôóíêöèè êëåòîê ýíäîòåëèÿ ñ ïîìîùüþ

ãóìîðàëüíûõ ôàêòîðîâ (ãîðìîíîâ ñòðåññà, íåéðîïåïòèäîâ
è èíòåðëåéêèíîâ); ïîâðåæäåíèåì íåéðîíîâ è àêòèâàöèåé
àñòðîöèòîâ è ìèêðîãëèè è ðàçâèòèåì íåéðîâîñïàëåíèÿ
ïðè íåéðîèíôåêöèÿõ è èøåìèè. Ýòè ôàêòîðû ïðèâîäÿò ê
ïîâûøåíèþ ïðîíèöàåìîñòè ÃÝÁ, îñîáåííî î÷åâèäíîìó ó
íåäîíîøåííûõ äåòåé, ñèñòåìíîìó âîñïàëåíèþ è ãèïåð-
ïðîäóêöèè ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ â ïåðèíà-
òàëüíîì è ðàííåì ïîñòíàòàëüíîì ïåðèîäàõ (Fan et al.,
2008; G*omez-Gonz*alez, Escobar, 2010; Ek et al., 2012;
Saunders et al., 2012; Bueno et al., 2014). Îäíàêî ìàëîèçó-
÷åííûìè îñòàþòñÿ ìåõàíèçìû, ïîñðåäñòâîì êîòîðûõ
âñå âûøåïåðå÷èñëåííûå ôàêòîðû èíäóöèðóþò (èëè óñó-
ãóáëÿþò) íàðóøåíèå ðàçâèòèÿ ãîëîâíîãî ìîçãà, ñïîñîáñò-
âóþò âîçíèêíîâåíèþ ðàííèõ è îòñðî÷åííûõ ïðèçíàêîâ
íåâðîëîãè÷åñêîãî äåôèöèòà è ïîâåäåí÷åñêèõ ðàñ-
ñòðîéñòâ. Íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíûìè ïåðèîäàìè ðàçâè-
òèÿ ìîçãà ó ìëåêîïèòàþùèõ ê äåéñòâèþ âíåøíèõ ôàêòî-
ðîâ (â òîì ÷èñëå ñîöèàëüíîãî õàðàêòåðà) ÿâëÿþòñÿ ïåðè-
íàòàëüíûé è ðàííèé ïîñòíàòàëüíûé ïåðèîäû (Nylander,
Roman, 2012). Ñîãëàñíî êîíöåïöèè ôåíîìåíà ðàííåãî
ïðîãðàììèðîâàíèÿ, íåáëàãîïðèÿòíûå ôàêòîðû, îêàçûâà-
þùèå âëèÿíèå íà ÷åëîâåêà â ðàííåì îíòîãåíåçå, ìîãóò
ñóùåñòâåííûì îáðàçîì èñêàçèòü íîðìàëüíûé õîä ðàçâè-
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òèÿ ìîçãà è èìåòü ñâîèì ðåçóëüòàòîì ôîðìèðîâàíèå ïà-
òîëîãèè ñïóñòÿ ìíîãèå ãîäû (Oreland et al., 2010; Cioni
et al., 2011).

Öåëüþ ðàáîòû ÿâèëîñü èçó÷åíèå ìåõàíèçìîâ áàðüå-
ðîãåíåçà â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ è ïðè äåéñòâèè
ïîâðåæäàþùèõ ôàêòîðîâ — ãèïîêñèè è ñîöèàëüíîãî
ñòðåññà â ïåðèíàòàëüíîì ïåðèîäå. Çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ:
1) ìîäåëèðîâàíèå ïåðèíàòàëüíîãî ãèïîêñè÷åñêîãî ïî-
âðåæäåíèÿ è ñòðåññà ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè ó êðûñÿò;
2) îöåíêà êîëè÷åñòâà ýíäîòåëèîöèòîâ, ýêñïðåññèðóþùèõ
áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (JAM, CLDN5 è ZO1) ãîëîâíî-
ãî ìîçãà êðûñ â ïåðèîä ñ 7-õ ïî 70-å ñóò ïîñòíàòàëüíîãî
ðàçâèòèÿ; 3) îöåíêà ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà öåðåá-
ðàëüíûõ ýíäîòåëèîöèòîâ (JAM+PCNA+-êëåòîê) â óêàçàí-
íûé ïåðèîä îíòîãåíåçà.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Î á ú å ê ò î ì è ñ ñ ë å ä î â à í è ÿ ÿâëÿëèñü êðûñÿòà ëè-
íèè Wistar îáîåãî ïîëà â âîçðàñòå 1—70 ñóò (n = 75). Æè-
âîòíûõ ñîäåðæàëè â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ âèâàðèÿ íà
îñíîâå ñîáëþäåíèÿ ïðèíöèïîâ ãóìàííîñòè, èçëîæåííûõ
â Äèðåêòèâå Åâðîïåéñêîãî ñîîáùåñòâà (â õîðîøî âåíòè-
ëèðóåìîì, îñâåùåííîì, îòàïëèâàåìîì ïîìåùåíèè ñî
ñâîåâðåìåííîé óáîðêîé, ñòàíäàðòíûì ïîäñòèëî÷íûì ìà-
òåðèàëîì, ïðè 12-÷àñîâîì ñâåòîâîì öèêëå, ñî ñâîáîäíûì
äîñòóïîì ê ïèùå è âîäå).

Æèâîòíûõ â âîçðàñòå 7, 28 è 70 ñóò (Ð7, Ð28 è Ð70 ñîîò-
âåòñòâåííî) äåëèëè ïî âîçðàñòó íà 9 ãðóïï. 1—3. Êîíò-
ðîëüíûå (Ê) (èíòàêòíûå) ãðóïïû: Ð7-Ê, n = 7; Ð28-Ê, n = 9;
Ð70-Ê, n = 10; 4—6. Êðûñÿòà ñ ìîäåëÿìè ñòðåññà (Ñ) ðàí-
íåãî ïåðèîäà æèçíè: Ð7-Ñ, n = 7; Ð28-Ñ, n = 7; Ð70-Ñ, n = 6.
7—9. Êðûñÿòà ñ ïåðèíàòàëüíîé ãèïîêñèåé (Ã) : Ð7-Ã,
n = 11; Ð28-Ã, n = 12; Ð70-Ã, n = 6). Ñ ó÷åòîì øêàëû, ïðèíÿ-
òîé äëÿ ýêñòðàïîëÿöèè äàííûõ ïî ðàçâèòèþ ìîçãà ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ æèâîòíûõ (êðûñ) íà ÷åëîâåêà (Clancy
et al., 2007), èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ñîîòâåòñòâèÿ (ïðè
êàëèáðîâêå ïî èíòåíñèâíîñòè íåéðîãåíåçà) : Ð7 — 7 ñóò
ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà (ïåðèîä íîâîðîæäåí-
íîñòè), Ð28 — 24 ìåñ ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ, à Ð70 —
11.5 ãîäà ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ ÷åëîâåêà.

Ìîäåëèðîâàíèå ïåðèíàòàëüíîé ãèïîêñèè ïðîèçâîäè-
ëè ïóòåì ïîìåùåíèÿ êðûñÿò íà 7-å ñóò ðàçâèòèÿ íà 1.5 ÷
ïîä êóïîë ñ íèçêèì ñîäåðæàíèåì (8 %) êèñëîðîäà ïðè
28—30 °Ñ ñîãëàñíî îïèñàííîé ìîäåëè (Zhang et al.,
2013). Ýòà ìîäåëü â ñîîòâåòñòâèè ñ ðåçóëüòàòàìè ýêñïå-
ðèìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé, âûïîëíåííûõ àâòîðàìè
óêàçàííîé ðàáîòû, àäåêâàòíî çàìåíÿåò ïðèìåíÿâøóþñÿ
ðàíåå ìîäåëü ãèïîêñè÷åñêè-èøåìè÷åñêîãî ïåðèíàòàëüíî-
ãî ïîâðåæäåíèÿ ãîëîâíîãî ìîçãà (Rice et al., 1981) ïî âñå-
ìó ñïåêòðó ìîðôîëîãè÷åñêèõ è ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíå-
íèé, èíäóöèðóåìûõ ïîâðåæäåíèåì. Ìîäåëü ñòðåññà ðàí-
íåãî ïåðèîäà æèçíè âûïîëíÿëè ïî îïèñàííîìó ìåòîäó
(Uhelski, Fuchs, 2010) ïóòåì åæåäíåâíîãî îòíÿòèÿ êðûñÿò
îò ìàòåðè ñ 2-õ ïî 15-å ñóò ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ (íà
3 ÷ â óñëîâèÿõ èíêóáàòîðà). Êîíòðîëåì ÿâëÿëèñü èíòàêò-
íûå æèâîòíûå òîãî æå âîçðàñòà.

È ì ì ó í î ã è ñ ò î õ è ì è ÷ å ñ ê à ÿ î ö å í ê à ý ê ñ ï -
ð å ñ ñ è è ì î ë å ê ó ë - ì à ð ê å ð î â. Ðåãèñòðàöèþ êëåòîê,
ýêñïðåññèðóþùèõ öåëåâûå áåëêè, îñóùåñòâëÿëè ïóòåì
ïîäñ÷åòà ÷èñëà èììóíîïîçèòèâíûõ êëåòîê â ïàðàôèíî-
âûõ ñðåçàõ (5 ìêì) ãîëîâíîãî ìîçãà (ãèïïîêàìïà, ìèíäà-
ëèíû è êîðû). Îêðàñêó ïðîâîäèëè äâîéíûì íåïðÿìûì
ìåòîäîì ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ ñ èñ-

ïîëüçîâàíèåì ïåðâè÷íûõ àíòèòåë ê áåëêàì ïëîòíûõ êîí-
òàêòîâ öåðåáðàëüíûõ ýíäîòåëèîöèòîâ (JAM, CLDN5 è
ZO1) è ê ÿäåðíîìó àíòèãåíó ïðîëèôåðèðóþùèõ êëåòîê
(PCNA) â ðàçâåäåíèè 1 : 100. Â êà÷åñòâå âòîðè÷íûõ èñ-
ïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ìå÷åííûå Alexa
Fluor 488, Alexa Fluor 647 è Alexa Fluor 555 â ðàçâåäåíèè
1 : 200.

Ôëóîðåñöåíòíóþ ìèêðîñêîïèþ ïðîâîäèëè ïðè óâå-
ëè÷åíèè îáúåêòèâà 60� (ìèêðîñêîï Olympus CX41,
Olympus, ßïîíèÿ; âèäåîñèñòåìà äëÿ àíàëèçà èçîáðàæå-
íèé: Nikon Coolpix 4500, Nikon, ÑØÀ, âèäåîêàìåðà
Olympus DP71, Olympus, ßïîíèÿ; ïðîãðàììà äëÿ îáðà-
áîòêè èçîáðàæåíèé è ìîðôîìåòðèè Cell-F). Ïîäñ÷åò îò-
íîñèòåëüíîãî êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ ñîîò-
âåòñòâóþùèé àíòèãåí, ïðîâîäèëè íà 300 êëåòêàõ â îáðàç-
öå ïðè àíàëèçå íå ìåíåå 5 ïîëåé çðåíèÿ. Èñïîëüçîâàëè
ïîëíîñòüþ àâòîìàòèçèðîâàííûé êîíôîêàëüíûé ëàçåðíûé
ñêàíèðóþùèé ìèêðîñêîï ñ âîäíîé èììåðñèåé Olympus
FV10i-W (Olympus, ßïîíèÿ). Ïðè àíàëèçå ôîòîñíèìêîâ ñ
êîíôîêàëüíîãî ìèêðîñêîïà èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó
MacBiophotonics ImageJ.

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å ð å à ê ò è â û: ïåðâè÷íûå àíòè-
òåëà ê JAM è PCNA (Abcam, ÑØÀ: ab52647 è ab29 ñîîò-
âåòñòâåííî); ê CLDN5 è ZO1 (Santa Cruz, ÑØÀ:
sc—28670 è sc—10804 ñîîòâåòñòâåííî). Â êà÷åñòâå âòî-
ðè÷íûõ èñïîëüçîâàëè ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà, ìå÷åí-
íûå Alexa Fluor 488 (ab150117), Alexa Fluor 647
(ab150171) è Alexa Fluor 555 (ab150078; Abcam, ÑØÀ).

Ñ ò à ò è ñ ò è ÷ å ñ ê è é à í à ë èç. Îïèñàòåëüíàÿ ñòàòè-
ñòèêà äàíà â âèäå ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ è åãî îøèáêè. Èñ-
ïîëüçîâàëè ìåòîäû íåïàðàìåòðè÷åñêîé ñòàòèñòèêè (êðè-
òåðèè Ìàííà—Óèòíè, Êðóñêàëà—Óîëëèñà, êðèòåðèé c2).
Äëÿ îöåíêè âîçðàñòíûõ èçìåíåíèé ýêñïðåññèè áåëêîâ
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ãðóïïàõ â ðàç-
ëè÷íûõ ðåãèîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà èñïîëüçîâàëè ìåòîä
ìíîæåñòâåííîé ðåãðåññèè. Ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûìè
ñ÷èòàëè ðàçëè÷èÿ ïðè P � 0. 05.

Âñå èññëåäîâàíèÿ âûïîëíåíû ñ ðàçðåøåíèÿ Áèîòè÷å-
ñêîé êîìèññèè Ëîêàëüíîãî ýòè÷åñêîãî êîìèòåòà Êðàñ-
íîÿðñêîãî ãîñóäàðñòâåííîãî ìåäèöèíñêîãî óíèâåðñèòåòà
èì. ïðîô. Â. Ô. Âîéíî-ßñåíåöêîãî Ìèíèñòåðñòâà çäðà-
âîîõðàíåíèÿ ÐÔ è ñ ñîáëþäåíèåì òðåáîâàíèé êîíòðîëÿ
êà÷åñòâà (ïðèìåíåíèÿ âàëèäèðîâàííûõ ýêñïåðèìåíòàëü-
íûõ ìîäåëåé, ñðàâíåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ è êîíòðîëü-
íûõ ãðóïï, îöåíêè âëèÿíèÿ âíåøíèõ ôàêòîðîâ è ïðèìå-
íåíèÿ íåîáõîäèìûõ ìåòîäîâ ñòàòèñòè÷åñêîé îáðàáîòêè
äàííûõ).

Ðåçóëüòàòû

Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ â
ïåðèîä îò Ð7 äî Ð70 êîëè÷åñòâî ýíäîòåëèîöèòîâ, ýêñïðåñ-
ñèðóþùèõ JAM, ZO1 è CLDN5, âîçðàñòàåò. Â êîðå ãîëîâ-
íîãî ìîçãà: îò 20.61 � 4.00 äî 31.96 � 1.48 (P = 0.0005),
îò 16.55 � 1.52 äî 38.79 � 3.96 (Ð = 0.0001) è îò
18.28 � 1.80 äî 50.6 � 5.00 (Ð = 0.0006) ñîîòâåòñòâåííî; â
ãèïïîêàìïå: îò 8.22 � 0.96 äî 20.56 � 1.66 (Ð = 0.001), îò
24.86 � 2.18 äî 36.61 � 2.46 (Ð = 0.003) è îò 16.87 � 1.40
äî 32.10 � 3.44 (Ð = 0.0005) ñîîòâåòñòâåííî; â ìèíäàëè-
íå: îò 10.50 � 5.50 äî 14.57 � 1.54, îò 22.10 � 3.60 äî
49.80 � 12.71 è îò 14.57 � 2.76 äî 34.88 � 3.87 (Ð =
= 0.005) ñîîòâåòñòâåííî.

Òàêèì îáðàçîì, äàæå â ïåðèîäû îíòîãåíåçà, íå õàðàê-
òåðèçóþùèåñÿ èíòåíñèâíûìè ïðîöåññàìè ðàçâèòèÿ ãî-
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ëîâíîãî ìîçãà (ïîñëå P28), ìû ðåãèñòðèðóåì ïðîãðåññèâ-
íîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ
áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â ýíäîòåëèè öåðåáðàëüíûõ ñî-
ñóäîâ ðàçëè÷íîé ëîêàëèçàöèè. Íàèáîëåå âåðîÿòíûì îáú-
ÿñíåíèåì ýòîìó ÿâëÿåòñÿ íåîáõîäèìîñòü ñîõðàíåíèÿ àí-
ãèîãåíåçà êàê ñîáûòèÿ, ñîïðîâîæäàþùåãî ïðîöåññû ïëà-
ñòè÷íîñòè ìîçãà, â òîì ÷èñëå îïûòèíäóöèðîâàííîé èëè
ñâÿçàííîé ñ äåéñòâèåì âíåøíèõ ôàêòîðîâ ðàçëè÷íîé ïðè-
ðîäû.

Äåéñòâèòåëüíî, ïðîëèôåðàòèâíàÿ àêòèâíîñòü êëåòîê
öåðåáðàëüíîãî ýíäîòåëèÿ îñòàåòñÿ íà âûñîêîì óðîâíå
âïëîòü äî 70 ñóò ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ, ÷òî ðåãèñòðè-
ðóåòñÿ ïî óâåëè÷åíèþ êîëè÷åñòâà êëåòîê, ñîýêñïðåññèðó-
þùèõ PCNA è JAM â ãèïïîêàìïå, ìèíäàëèíå è êîðå
(ðèñ. 1). Íàèáîëåå î÷åâèäíûì ÿâëÿåòñÿ óâåëè÷åíèå ïðî-
ëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà êëåòîê ýíäîòåëèÿ ìèíäàëèíû
ìîçãà â ïåðèîä ìåæäó Ð7 è P28—Ð70 (â 1.5 ðàçà, Ð = 0.003),
÷òî ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ îñîáåííîñòüþ ïðîöåññîâ ëî-
êàëüíîãî àíãèîãåíåçà äëÿ ïîääåðæêè íåéðîãåíåçà ïðè
îïûòèíäóöèðîâàííîé ïëàñòè÷íîñòè ãîëîâíîãî ìîçãà
(Bernier et al., 2002). Èíòåðåñíî, ÷òî ïåðèíàòàëüíàÿ ãè-
ïîêñèÿ è ñòðåññ ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè âûçûâàþò íàèáî-
ëåå âûðàæåííîå ñíèæåíèå ïðîëèôåðàòèâíîãî ïîòåíöèàëà
êëåòîê ýíäîòåëèÿ èìåííî â ìèíäàëèíå ãîëîâíîãî ìîçãà â
ïåðèîä P28—P70, ÷òî ïîçâîëÿåò ñ÷èòàòü ýòîò ðåãèîí ìîçãà
âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûì ê äåéñòâèþ ôàêòîðîâ, íàðóøàþ-
ùèõ àíãèîãåíåç â ðàçâèâàþùåìñÿ ìîçãå.

Â äèíàìèêå îíòîãåíåçà â ãðóïïå èíòàêòíûõ æèâîò-
íûõ êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ áåëêè ïëîò-
íûõ êîíòàêòîâ òðåõ òèïîâ — ZO1, JAM è CLDN5, ïîñòå-
ïåííî óâåëè÷èâàëîñü, ÷òî ñîîòâåòñòâîâàëî óâåëè÷åíèþ
êîëè÷åñòâà PCNA+-êëåòîê öåðåáðàëüíîãî ýíäîòåëèÿ
(ðèñ. 2, à), ïðè÷åì íàèáîëåå çíà÷èòåëüíûå èçìåíåíèÿ ýêñ-
ïðåññèè â äèíàìèêå ïîñòíàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ áûëè õà-
ðàêòåðíû äëÿ áåëêà ZO1.

Ïåðèíàòàëüíàÿ ãèïîêñèÿ ãîëîâíîãî ìîçãà âûçâàëà
óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êëåòîê ýíäîòåëèÿ, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ZO1, â ãèïïîêàìïå ìèíäàëèíå è êîðå òîëüêî ê P7 ñ
ïîñëåäóþùèì ñíèæåíèåì äî óðîâíÿ êîíòðîëÿ èëè äàæå
íèæå åãî. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ JAM è
CLDN5, óâåëè÷èëîñü âî âñå ïåðèîäû íàáëþäåíèÿ è âî
âñåõ èññëåäóåìûõ ðåãèîíàõ ìîçãà (ðèñ. 2, á). Ïðèìå÷à-
òåëüíûì ÿâëÿåòñÿ 3-êðàòíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
JAM+-êëåòîê ýíäîòåëèÿ ñîñóäîâ ìèíäàëèíû ãîëîâíîãî
ìîçãà æèâîòíûõ, ïåðåíåñøèõ ãèïîêñèþ, â ïåðèîä ñ P28

äî P70.
Ñòðåññ ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè âûçâàë óâåëè÷åíèå êî-

ëè÷åñòâà ZO1+-êëåòîê ê P28 ñ ïîñëåäóþùèì èõ ñîõðàíå-
íèåì äî P70. Êîëè÷åñòâî êëåòîê, ýêñïðåññèðóþùèõ JAM,
â ãèïïîêàìïå è ìèíäàëèíå ãîëîâíîãî ìîçãà çíà÷èòåëüíî
âîçðîñëî, òîãäà êàê êîëè÷åñòâî CLDN5+-êëåòîê çíà÷èìî
íå èçìåíèëîñü ïîñëå äåéñòâèÿ ñòðåññîðíîãî ôàêòîðà
(ðèñ. 2, â).

Ïðîâåäåííûé àíàëèç ìíîæåñòâåííîé ðåãðåññèè ïîêà-
çàë çàâèñèìîñòü ìåæäó êîëè÷åñòâîì êëåòîê, ýêñïðåññèðó-
þùèõ áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (JAM, ZO1 è CLDN5), â
ãèïïîêàìïå, ìèíäàëèíå è êîðå ãîëîâíîãî ìîçãà â ôèçèî-
ëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (ñì. òàáëèöó). Ïåðèíàòàëüíàÿ ãè-
ïîêñèÿ íàðóøàåò ñâÿçè ìåæäó ýêñïðåññèåé áåëêîâ ïëîò-
íûõ êîíòàêòîâ (JAM, ZO1 è CLDN5) â ãèïïîêàìïå. Ïðè
ïåðåíåñåííîì ñòðåññå ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè íåçíà÷è-
òåëüíî èçìåíÿþòñÿ ðåãðåññèîííûå ñâÿçè ìåæäó ýêñïðåñ-
ñèåé áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ (JAM, ZO1 è CLDN5).

Îáñóæäåíèå

Ôóíêöèîíèðîâàíèå ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüåðà
îïðåäåëÿåòñÿ ñáàëàíñèðîâàííîé ýêñïðåññèåé áåëêîâ
ïëîòíûõ êîíòàêòîâ è áåëêîâ-òðàíñïîðòåðîâ. CLDN5 —

366 Í. Â. Êóâà÷åâà è äð.

Ðèñ. 1. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà JAM+PCNA+-êëåòîê â ðàçëè÷íûõ ðåãèîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà íà 7 (Ð7), 28 (Ð28) è 70-å (Ð70) ñóò ïîñò-
íàòàëüíîãî ðàçâèòèÿ ó æèâîòíûõ êîíòðîëüíîé ãðóïïû, ïåðåíåñøèõ ïåðèíàòàëüíóþ ãèïîêñèþ èëè ñòðåññ ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè.

Çäåñü è íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâëåíû ñðåäíèå çíà÷åíèÿ ñ 95%-íûì äîâåðèòåëüíûì èíòåðâàëîì. Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ ïî
îòíîøåíèþ ê êîíòðîëþ, Ð < 0.05.
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Ðèñ. 2. Èçìåíåíèå êîëè÷åñòâà JAM+-, ZO1+- è CLDN5+-êëåòîê â ðàçëè÷íûõ ðåãèîíàõ ãîëîâíîãî ìîçãà íà 7, 28 è 70-å ñóò ïîñòíà-
òàëüíîãî ðàçâèòèÿ â ôèçèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèÿõ (à), ó æèâîòíûõ, ïåðåíåñøèõ ïåðèíàòàëüíóþ ãèïîêñèþ (á) è ñòðåññ ðàííåãî ïåðè-

îäà æèçíè (â).

Çâåçäî÷êîé ïîêàçàíû ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìûå îòëè÷èÿ ïî îòíîøåíèþ ê Ð7, Ð < 0.05.



îäèí èç ñàìûõ ðàñïðîñòðàíåííûõ áåëêîâ ïëîòíûõ êîí-
òàêòîâ êëåòîê öåðåáðàëüíîãî ýíäîòåëèÿ, îáåñïå÷èâàþ-
ùèé ïëîòíîñòü èõ ïðèëåãàíèÿ äðóã ê äðóãó (Enerson,
Drewes, 2006). JAM — áåëîê, ðåãóëèðóþùèé ïîëÿðíîñòü
ýíäîòåëèîöèòîâ è ñòðóêòóðíóþ öåëîñòíîñòü ýíäîòåëè-
àëüíîãî ñëîÿ (Ebnet et al., 2003). Àäàïòåðíûé áåëîê ZO1
ðåãóëèðóåò çàÿêîðèâàíèå CLDN5 è JAM ê áåëêàì öèòî-
ñêåëåòà, ñíèæåíèå ýêñïðåññèè ZO1 ïðèâîäèò ê óâåëè÷å-
íèþ ïðîíèöàåìîñòè ÃÝÁ (Bauer et al., 2014). Ïðåäïîëàãà-
þò, ÷òî ZO1 ìîæåò ðåãóëèðîâàòü ïðîëèôåðàöèþ êëåòîê
öåðåáðàëüíîãî ýíäîòåëèÿ (Bauer et al., 2014).

Èçìåíåíèå ýêñïðåññèè áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ
ñîïðîâîæäàåò òðàâìàòè÷åñêîå è ãèïîêñè÷åñêîå ïîâ-
ðåæäåíèå ãîëîâíîãî ìîçãà (Jiao et al., 2011; Wen et al.,
2014). Ñ èñïîëüçîâàíèåì äâóõ ýêñïåðèìåíòàëüíûõ ìîäå-
ëåé — ïåðèíàòàëüíîé ãèïîêñèè è ñòðåññà ðàííåãî ïåðèî-
äà æèçíè — ìû îáíàðóæèëè, ÷òî ñîõðàíåíèå ïðîëèôåðà-
òèâíîãî ïîòåíöèàëû êëåòîê ìèêðîñîñóäîâ ãèïïîêàìïà,
ìèíäàëèíû è êîðû ãîëîâíîãî ìîçãà â âîçðàñòíîé ïåðèîä
äî P70 ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì ÷èñëà êëåòîê, ýêñï-
ðåññèðóþùèõ áåëêè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ, ÷òî, âåðîÿòíî,
îïðåäåëÿåò ñîõðàííîñòü ñòðóêòóðíîé è ôóíêöèîíàëüíîé
öåëîñòíîñòè ÃÝÁ ïðè àíãèîãåíåçå â ðàçâèâàþùåìñÿ ãî-
ëîâíîì ìîçãå.

Ïðè ãèïîêñè÷åñêîì ïåðèíàòàëüíîì ïîâðåæäåíèè ãî-
ëîâíîãî ìîçãà ìû çàðåãèñòðèðîâàëè äèñáàëàíñ ìåæäó
áåëêàìè ïëîòíûõ êîíòàêòîâ: óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà
ZO1+-êëåòîê â ðàííåì ïåðèîäå äåéñòâèÿ ïîâðåæäàþùèõ
ôàêòîðîâ è óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà JAM+-êëåòîê íà ïðî-
òÿæåíèè âñåãî ïåðèîäà íàáëþäåíèÿ, à òàêæå èçìåíåíèå
êîýôôèöèåíòà ìíîæåñòâåííîé ðåãðåññèè â ýêñïðåññèè
áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ â îíòîãåíåçå. Äåéñòâèå ñòðåñ-
ñà ðàííåãî ïåðèîäà æèçíè èìååò ñâîèì ðåçóëüòàòîì îò-
ñðî÷åííûå èçìåíåíèÿ êîëè÷åñòâà êëåòîê, ýêñïðåññèðóþ-
ùèõ ýòè áåëêè. Ñ ó÷åòîì äàííûõ î òîì, ÷òî íàðóøåíèå
ýêñïðåññèè áåëêîâ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ çíàìåíóåò ñîáîé
èíòåíñèôèêàöèþ àíãèîãåíåçà ïðè íåêîòîðûõ âèäàõ ïàòî-
ëîãèè ãîëîâíîãî ìîçãà (Biron et al., 2011), ìû ïðåäïîëàãà-
åì, ÷òî ïåðèíàòàëüíàÿ ãèïîêñèÿ è ñòðåññ ðàííåãî ïåðèîäà
æèçíè ïðèâîäÿò ê èíòåíñèôèêàöèè àíãèîãåíåçà, ÷òî ñî-
ïðîâîæäàåòñÿ äèñáàëàíñîì ìåæäó áåëêàìè ïëîòíûõ êîí-
òàêòîâ è íàðóøåíèÿìè ôîðìèðîâàíèÿ ïëîòíûõ êîíòàêòîâ
â êëåòêàõ öåðåáðàëüíîãî ýíäîòåëèÿ.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 14-25-00054 îò
12.08.2014).
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Formation and functional plasticity of the blood-brain barrier is associated with the molecular events that
occur in the brain neurovascular unit in the embryonic and early postnatal development. To study the characte-
ristics of barriergenesis under physiological conditions, as well as recovering from perinatal hypoxia and early
life stress, we examined the expression of proteins of cerebral endothelial tight junctions (JAM, ZO1, CLDN5)
in rats aged 7, 28 and 70 days of postnatal development (P7—P70). Under physiological conditions, we have fo-
und that the number of endothelial cells expressing JAM, ZO1, CLDN5 slightly increases in the cortex, hippo-
campus and amygdala of the brain in the period from P7 to P70. Perinatal hypoxia significantly increased the
number of cells expressing proteins of tight junction proteins (JAM, CLDN5) up to the age P28—P70, whereas
the number of cells expressing ZO1 was reduced in the same period of time. Early life stress led to an imbalance
between the number of cells expressing ZO1 proteins and that expressing tight junctions proteins, but these
changes were in opposite direction to that observed in perinatal hypoxia.

K e y w o r d s: cerebral endothelial cells, tight junctions, hypoxia, early life stress.
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