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Цитокины являются важными регуляторами функций мозга как в норме, так и в патологических условиях.
Эти белки могут быть синтезированы резидентными клетками центральной нервной системы (эндотелием
сосудов, клетками, формирующими гематоэнцефалический барьер и клетками, находящимися в паренхи$
ме центральной нервной системы), клетками в просвете кровеносных сосудов или приходить с кровотоком.
Соотношение количества цитокинов, синтезируемых внутри центральной нервной системы и попадающих
в нее из внешних источников в различных условиях, остается малоизученным. В данной работе был иссле$
дован вклад мРНК из нерезидентных клеток в формирование общего пула мРНК следующих генов: Tnf,
Il1b, Il6, Il10, Cx3cl1 и Tgfb1 в неокортексе, гиппокампе, твердой и мягкой оболочках мозга, а также сосудис$
том сплетении крыс. Кроме того, по экспрессии генов$маркеров (Ncf1, Tbx21, Foxp3, RORγс) была оценена
представленность различных популяций резидентных и нерезидентных клеток иммунной системы – воз$
можных источников мРНК цитокинов. Обнаружено, что отмывание крови с помощью транскардиальной
перфузии приводит к снижению уровня мРНК Tnf в неокортексе и гиппокампе, а также снижению уровня
мРНК Il1b, Il6 и Il10 в твердой мозговой оболочке. Уровень мРНК других исследованных генов в остальных
структурах оставался неизменным. Полученные данные свидетельствуют о том, что мРНК Tnf, Il1b, Il6 и
Il10, присутствующая в крови, может вносить существенный вклад в пул мРНК этих цитокинов в тканях
ЦНС и оболочек головного мозга, поэтому предварительная перфузия ткани мозга является необходимой
стадией экспериментального дизайна для получения корректных результатов.
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Нейровоспалением называют специфиче$
скую форму воспалительного процесса, харак$
терного для центральной нервной системы. Та$
кая реакция впервые была описана как возника$
ющая в ответ на различные повреждения мозга,
в т.ч. в результате травмы, действия токсикан$
тов, гипоксии и инфекций. Однако позже было
показано, что процессы, характерные для ней$
ровоспаления, наблюдаются также и в норме, в
т.ч. при нормальной синаптической пластич$
ности и нейрогенезе, что указывает на их исход$
но адаптивную роль [1].

В качестве стандартных маркеров активации
нейровоспаления используют повышение
экспрессии мРНК провоспалительных цитоки$
нов (Il1b, Il6, Tnf), основными продуцентами
которых в мозге являются клетки микроглии [2].
Кроме того, важную роль в регуляции реакции
нейровоспаления играет баланс между концент$
рациями про$ и противовоспалительных цито$
кинов [3]. Было показано, что мРНК Il10 и ци$
токинов семейства TGFβ (Tgfb1, Tgfb2, Tgfb3),
которые принято считать противовоспалитель$
ными медиаторами, присутствуют в различных
клетках центральной нервной системы [2, 4, 5].
Особая роль принадлежит системе фракталкина
(CX3CL1). Этот цитокин синтезируется преиму$
щественно нейронами в центральной нервной
системе [2] и регулирует миграцию макрофагов
в центральную нервную систему и их превраще$
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ние в микроглию, особенно в ходе формирова$
ния мозга. В свою очередь, в зрелом мозге фрак$
талкин является противовоспалительным меди$
атором, обеспечивающим отрицательную об$
ратную связь от нейронов к микроглии [6]. Из$
мерение экспрессии мРНК генов различных
про$ и противовоспалительных цитокинов ши$
роко применяется для изучения развития ней$
ровоспалительной реакции.

Ткани оболочек головного мозга могут яв$
ляться важным источником цитокинов в ло$
кальном кровотоке, поскольку в них находится
большое количество клеток иммунной системы;
кроме того, через них проходят кровеносные со$
суды, питающие мозг. Показано, что твердая
оболочка является важной частью т.н. «глимфа$
тической системы», ответственной, в том числе,
и за регуляцию взаимодействия иммунной и
нервной систем [7]. В свою очередь, в субарах$
ноидальном пространстве проходят основные
вены и артерии, отвечающие за кровоснабжение
мозга, там же расположены венозные синусы, с
которыми ассоциированы клетки иммунной
системы, регулирующие многие функции мозга
[8]. Сосудистое (хороидное) сплетение является
еще одной анатомической структурой мозга, ко$
торую населяют клетки иммунной системы, ре$
гулирующие многие процессы в центральной
нервной системе [9].

По отношению к центральной нервной сис$
теме цитокины могут иметь как эндогенное
(синтезируются резидентными клетками в тка$
нях мозга), так и экзогенное происхождение
(синтезируются нерезидентными клетками в
просвете сосудов или вообще вне центральной
нервной системы). Несмотря на то, что мРНК
цитокинов в мозге синтезируется как паренхим$
ными, так и кровяными клетками, в подавляю$
щем большинстве экспериментов по измерению
экспрессии цитокинов в головном мозге априо$
ри предполагается, что основным источником
цитокинов в ткани мозга является именно па$
ренхима, а не клетки крови. При этом ранее не
производили сравнения вклада паренхимных и
кровяных клеток в уровень мРНК цитокинов в
мозге. Это сравнение может оказаться важным
для интерпретации получаемых данных, по$
скольку уровень экспрессии мРНК провоспали$
тельных цитокинов в мозге сравнительно низок
(особенно в нормальных условиях), и примесь
крови может существенно повышать измеряе$
мый экспериментально уровень экспрессии этих
генов. Потенциальная контаминация кровью
образцов ткани мозга может влиять на регистри$
руемые значения экспрессии мРНК цитокинов,
их соотношение и тем самым вносить непред$
сказуемую погрешность в результаты исследова$

ния. Вышеизложенное стимулировало проведе$
ние данного методического исследования.

В работе изучено влияние удаления крови из
сосудов головного мозга крысы и его оболочек
на относительное количество мРНК основных
цитокинов, принимающих участие в регуляции
нейровоспаления. Кроме того, исследовали
влияние перфузии на относительное количество
мРНК генов$маркеров субпопуляций клеток
иммунной системы, наиболее важных для регу$
ляции нейровоспаления в тканях мозга и его
оболочек.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспериментальные процедуры. В работе были
использованы крысы линии Wistar мужского по$
ла из питомника «Столбовая» Московской об$
ласти, массой 250–300 г. Протокол эксперимента
был одобрен этической комиссией ИВНДиНФ
РАН. Крысы из экспериментальной группы бы$
ли анестезированы инъекцией 10%$ного (w/v)
хлоралгидрата («Sigma», США) в дозе 9 мл/кг ве$
са крысы, после чего они были подвергнуты
транскардиальной перфузии ледяным фосфат$
но$солевым буфером (0,01 M, pH 7,4) («Пан$
Эко», Россия) в течение 20 мин. В момент вскры$
тия правого предсердия отбирали пробу крови
(100 мкл). По окончании перфузии, крысы были
декапитированы, был извлечен головной мозг,
затем мозг был охлажден в ледяном фосфатно$
солевом буфере, после чего на положенной на
лед фильтровальной бумаге были быстро препа$
рированы образцы тканей неокортекса, гиппо$
кампа, твердая оболочка головного мозга, совме$
стно мягкая и паутинная оболочки, прилежащие
к коре, мягкая и паутинная оболочки, прилежа$
щие к гиппокампу, сосудистое сплетение (схема
эксперимента представлена на рис. 1). Крысам
контрольной группы были проведены те же ма$
нипуляции, включая подготовку к транскарди$
альной перфузии, но без ее проведения.

Выделение РНК и обратная транскрипция.
Препарированные ткани и пробы крови помеща$
ли в пробирки, содержащие 500 мкл реактива для
выделения РНК ExtractRNA («Евроген», Рос$
сия). Выделение РНК проводили в соответствии
с рекомендациями производителя. Для удаления
следов геномной ДНК проводили обработку
проб РНК ДНКазой I («Thermo Scientific», США)
в соответствии с рекомендациями производите$
ля. Обратную транскрипцию проводили при по$
мощи набора реактивов MMLV RT kit («Евро$
ген», Россия) используя ингибитор РНКаз RNase
Inhibitor, Murine («New England Biolabs, США») в
соответствии с рекомендациями производите$
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лей. Использовали эквимолярную смесь случай$
ного декапраймера и олиго(dT)15 праймера («Ев$
роген», Россия), концентрация каждого прайме$
ра в реакционной системе составляла 1 мкМ.
После обратной транскрипции полученный про$
дукт разводили 8× деионизованной водой.

ПЦР «в реальном времени». Относительное
количество мРНК целевых генов исследовали
при помощи станции для ПЦР «в реальном вре$
мени» Bio$Rad CFX$384 («Bio$Rad», США) с ис$
пользованием готовой смеси для ПЦР
qPCRmix$HS SYBR+LowROX («Евроген», Рос$
сия) в соответствии с рекомендациями произво$
дителей. Относительное количество мРНК вы$
сокопредставленных генов провоспалительных
цитокинов (Il1b, Il6, Tnf) и противовоспалитель$
ных цитокинов (Tgfb1 и фракталкина), маркера
моноцитов (Ncf1) [10] нормировали на среднее
геометрическое экспрессии мРНК генов Ywhaz
и Hprt1. Экспрессию низкопредставленных ге$
нов: противовоспалительного цитокина – Il10 и
набора маркеров лимфоцитов: Tbx21 (Th1$лим$
фоцитов [11]), Foxp3 (Treg$лимфоцитов [12]),
RORγc (Th17$лимфоцитов [13]) оценивали отно$
сительно мРНК Osbp1 после 5× концентрирова$
ния кДНК преципитацией при помощи изопро$
панола с гликогеном («Thermo Scientific», США)
в качестве соосадителя. Данная манипуляция
позволила повысить концентрацию целевой
кДНК в реакционной системе и уменьшила слу$
чайную ошибку метода. Для оценки качества
ДНКазной обработки для всех проб и генов ста$
вили в одной повторности отрицательный конт$
роль с продуктом ДНКазной обработки. Для
оценки качества перфузии использовали мРНК
Alas2 (маркера эритроцитов), относительное ко$
личество которой нормировали на экспрессию
мРНК генов Ywhaz и Hprt1. Пробы из перфузи$
рованных крыс, в которых относительное коли$
чество мРНК Alas2 снизилось <10× по сравне$

нию со средним значением в контрольной груп$
пе, исключали из исследования (средние значе$
ния в группах представлены в табл. 1).

Праймеры, использованные в работе
(табл. 2), подбирали к последовательностям
мРНК из базы данных NCBI при помощи прог$
раммного пакета PrimerSelect (DNASTAR
Lasergene). В качестве нормировочных генов ис$
пользовали гены выбранные по данным тран$
скриптомного анализа [14].

Анализ данных. Экспрессию генов анализи$
ровали по методу EΔΔCt. Данные в табл. 1 пред$
ставлены в виде mean ± SD. Данные на графиках
представлены в виде сгруппированных точечных
диаграмм. Достоверность различий между груп$
пами выявляли по методу Манна–Уитни в паке$
те Statistica 10. Во всех группах n ≥ 6.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В неокортексе и гиппокампе было выявлено
снижение относительного количества мРНК Tnf
в результате транскардиальной перфузии (рис. 2,
а и б), хотя относительное количество мРНК
других потенциально экзогенных цитокинов, а
также генов$маркеров моноцитов и Т$хелперов в
неокортексе и гиппокампе не изменялось (табл. 3).
В твердой оболочке головного мозга мы обнару$
жили снижение относительного количества
мРНК генов Il1b, Il6 и Il10 под действием перфу$
зии (рис. 2, в–д), однако, не было обнаружено
изменений уровня мРНК генов$маркеров кле$
точных субпопуляций (табл.3).

Полученные данные говорят о том, что в пе$
реднем мозге и в твердой оболочке мРНК зна$
чительной части иммунных медиаторов синте$
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Рис. 1. Схема эксперимента

Неокортекс

Гиппокамп

Оболочки
неокортекса

Оболочки
гиппокампа

Твердая оболочка

Сосудистое
сплетение

Кровь

Таблица 1. Влияние перфузии на относительное количест$
во мРНК гена Alas2

Без перфузии

0,4320 ± 0,2708

0,0058 ± 0,0030

0,4285 ± 0,2879

0,4396 ± 0,3842

5,0629 ± 6,2582

0,0125 ± 0,0087

135,9542 ± 38,6557

После перфузии

0,0053 ± 0,0077

0,0002 ± 0,0001

0,0034 ± 0,0042

0,0029 ± 0,0036

0,1130 ± 0,0807

0,0001 ± 0,0001

102,2964 ± 62,9552
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Таблица 2. Последовательности праймеров, использованных в работе

Последовательности праймеров (5'–3')
Название праймера

Il1b

Il6

Tnf

Hprt1

Ywhaz

Cx3cl1

Il10

Foxp3

ROR?c

Tbx21

Ncf1

Osbp1

Прямой

TCTGTGACTCGTGGGATGAT

GCCACTGCCTTCCCTACTTCAC

GTCCAACTCCGGGCTCAGAAT

CGTCGTGATTAGTGATGATGAAC

TTGAGCAGAAGACGGAAGGT

ATCACCACCATCACCACCAAC

GACAATAACTGCACCCACTTCC

GGCCGGGACCTGCGAAGTG

TGCTGTTAAGAGGATGAAGATGGTG

CTGGAGCCCACGAGCCATTACA

CTGCAGCAAAGGACAGGACTG

TCCGGGAGACTTTACCTTCACTT

Обратный

CACTTGTTGGCTTATGTTCTGTC

GACAGTGCATCATCGCTGTTCATAC

ACTCCCCCGATCCACTCAG

CAAGTCTTTCAGTCCTGTCCATA

GAAGCATTGGGGATCAAGAA

GAGGAACACTTTAAACCCTCACAGA

GCATCACTTCTACCAGGTAAAACTTG

GGGTGTGGCCATGTGCGTCTA

GGTACAATTGGAGGCTGCTGAA

CTTCCCACACTGCACCCACTTG

GGGTCATGGCCAACAGGTT

GTGTCACCCTCTTATCAACCACC

Таблица 3. Влияние перфузии на относительное количество мРНК генов цитокинов и маркеров клеточных субпопуляций

Ген

= Достоверных различий не выявлено.

Структура

Неокортекс

Гиппокамп

Оболочки
неокортекса

Твердая
оболочка

Оболочки
гиппокампа

Сосудистое
сплетение

Кровь

Il1b

=

=

=

↓ p < 0,05

=

=

=

Tgfb1

=

=

=

=

=

=

=

Il10

ниже
порога

детекции

ниже
порога

детекции

=

↓ p < 0,05

=

=

=

Ncf1

=

=

=

=

=

=

=

Tbx21

=

=

=

=

=

↑p < 0,05

=

Il6

=

=

=

↓ p < 0,05

=

=

=

Tnf

↓ p < 0,05

↓ p < 0,05

=

=

=

=

=

Foxp3

=

=

=

=

=

↓ p < 0,05

=

RORγc

ниже
порога

детекции

ниже
порога

детекции

ниже
порога

детекции

ниже
порога

детекции

ниже
порога

детекции

ниже
порога

детекции

=

Cx3cl1

=

=

=

=

=

=

=
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Рис. 2. Влияние перфузии на содержание мРНК основных цитокинов, принимающих участие в нейровоспалении, и ге$
нов$маркеров субпопуляций клеток иммунной системы. a – Экспрессия мРНК Tnf в неокортексе; б – экспрессия мРНК
Tnf в гиппокампе; в – экспрессия мРНК Il1b в твердой оболочке; г – экспрессия мРНК Il6 в твердой оболочке;
д – экспрессия мРНК Il10 в твердой оболочке; е – экспрессия мРНК Foxp3 в сосудистом сплетении; ж – экспрессия
мРНК Tbx21 в сосудистом сплетении. * p ≤ 0.05 – достоверные различия по тесту Манна–Уитни
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Cytokines are important regulators of brain function under both normal and pathological conditions. Cytokines can
be synthesized by resident cells of the central nervous system (CNS) (vascular endothelium, cells of the blood$brain
barrier, parenchymal cells of the CNS) or cells in the lumen of blood vessels, as well as introduced with the blood$
stream. The ratio between the amounts of cytokines synthesized in the CNS and those entering it from external
sources under various conditions remains poorly understood. In this work we studied the contribution of mRNAs from
non$resident cells to the common pool of cytokine mRNAs (Il1b, Il6, Il10, Tnf, Cx3cl1, and Tgfb1) in the rat neo$
cortex, hippocampus, dura matter, pia matter, and choroid plexus. We also evaluated the representation of various
populations of resident and non$resident immune cells based on the expression of marker genes (Ncf1, Tbx21, Foxp3,
RORγc). The removal of blood by transcardial perfusion led to a decrease in the amounts of the TNFα mRNA in the
neocortex and hippocampus and of the Il1b, Il6, and Il10, mRNAs in the dura mater. The mRNA levels of other
cytokines in studied structures were not affected by perfusion. Our findings suggest that mRNAs present in the blood
can make a significant contribution to the mRNA levels of some cytokines in the CNS; therefore, preliminary perfu$
sion of brain tissue is a necessary stage of experimental design for correct estimation of mRNA content in the brain.

Keywords: cytokines, Il1b, Il6, Il10, Tnf, Cx3cl1, Tgfb1, perfusion, hippocampus, neocortex


