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Иммунотоксин 192IgG-сапорин является мощным инструментом для индукции селективной гибе-
ли холинергических нейронов базальных ядер. В данной работе мы исследовали влияние внутриже-
лудочкового введения иммунотоксина на состояние микроглии в тканях как прилежащих к желу-
дочку (стриатум и париетальная кора), так и удаленно расположенных, но получающих иннерва-
цию из медиальной септальной области и диагональной полоски Брока (энторинальная кора и
обонятельные луковицы). Оценка состояния глиальных клеток производилась с помощью иммуно-
гистохимического окрашивания антителами к маркерному белку микроглии IBA-1 и к маркерному
белку астроцитов GFAP. Оказалось, что в париетальной коре происходит увеличение числа микро-
глиальных клеток, которое, однако, не сопровождалось изменениями в состоянии астроцитов, в то
время как в стриатуме изменений в состоянии глиальных клеток не наблюдалось. Анализ экспрес-
сии генов Ncf1 и Cx3Cr1 показал, что экспрессия Ncf1 увеличивается как в париетальной, так и в эн-
торинальной коре при отсутствии изменений экспрессии Cx3Cr1. В стриатуме и обонятельных лу-
ковицах изменения в экспрессии этих генов отсутствовали. Мы также анализировали уровень
мРНК генов Ptprb и Slc22a8, экспрессирующихся в кровеносных сосудах. Снижение экспрессии
Slc22a8 наблюдалось лишь в стриатуме, экспрессия же гена Ptprb не менялась ни в одной из струк-
тур. Полученные данные говорят о том, что через 1.5 месяца после введения иммунотоксина наблю-
дается активация микроглии только в отделах неокортекса, но не в стриатуме или обонятельных лу-
ковицах.
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ВВЕДЕНИЕ
Ацетилхолин (АХ) является одним из мощных

модуляторов активности нейрональных сетей
гиппокампа и неокортекса. Холинергическая
сигнальная система вовлечена в генерацию гип-
покампальных ритмов, а также играет важную
роль в механизмах обучения и памяти. Снижение
уровня АХ в результате дегенерации холинерги-
ческих нейронов в базальных ядрах (медиальный
септум, диагональная полоска Брока, базальное
ядро Мейнерта) возникает при ряде патологий,
таких как болезнь Альцгеймера [1], болезнь Пар-
кинсона, ассоциированная с деменцией, а также
деменция с тельцами Леви [2].

Одним из подходов, используемых в экспери-
ментах на животных для анализа последствий хо-
линергического дефицита, является инъекция

иммунотоксина 192IgG-сапорина (IgS) [3]. Этот
нейротоксин представляет собой конъюгат анти-
тела к рецептору фактора роста нервов NGFR и
рибосомного токсина сапорина. После инъекции
IgS связывается с NGFR, который экспрессиру-
ется селективно на холинергических нейронах
базальных ганглиев, после чего иммунотоксин
подвергается эндоцитозу. Внутри нейронов IgS
инактивирует рибосомы, что ведет к нарушению
синтеза белков и, в конечном итоге, гибели холи-
нергических клеток. Во множестве исследований
было показано, что IgS, вводимый как в желудочки
мозга, так и внутрисептально, приводит к гибели
холинергических нейронов медиальной септаль-
ной области и диагональной полоски Брока [3].

Было показано, что внутрижелудочковая инъ-
екция IgS приводит к нарушениям способности
животных к обучению [3–5], к изменениям в экс-
прессии генов в гиппокампе [4, 5], а также микро-
глиозу в гиппокампе и гибели нейронов в зоне
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СА3 [6]. Оказалось также, что в ряде случаев им-
мунотоксин, введенный внутрижелудочково,
приводит к развитию микроглиоза в мозолистом
теле [6]. Последнее указывает на то, что при внут-
рижелудочковом введении IgS может влиять на
функционирование структур, прилежащих к же-
лудочкам. Поэтому в нашей работе мы проанали-
зировали последствия внутрижелудочкового вве-
дения IgS, исследовав состояние клеток неокор-
текса, а также стриатума. Кроме того, мы провели
молекулярно-биологический анализ структур, в
которые проецируются холинергические нейро-
ны медиальной септальной области, а именно,
энторинальной коры и обонятельных луковиц.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты проводили на взрослых самцах

крыс Sprague–Dawley (250–350 г), полученных из
питомника “Пущино” (Институт биоорганиче-
ской химии им. Шемякина и Овчинникова РАН).
Всего в исследовании использовано 25 крыс
(контроль n = 12; Ig-сапорин n = 13). Животных
содержали в стандартных условиях вивария при
21 ± 1°С с 12-часовым циклом свет/темнота; пи-
ща и вода были предоставлены ad libitum. Все экс-
перименты проводились в соответствии с этиче-
скими принципами, изложенными в Директиве
ЕС 2010/63/EU об экспериментах на животных, и
были одобрены Этическим комитетом ИВНД и
НФ РАН.

Инъекция IgS. Крыс анестезировали хлорал-
гидратом (400 мг/кг, внутрибрюшинно). 192IgG-
сапорин (Millipore Corporation, США) растворяли
в концентрации 1 мкг/мкл и инъецировали била-
терально в дозе 4 мкг в каждый желудочек. Это
вызывало значительную потерю холинергиче-
ских нейронов в области перегородки (см. преды-
дущие работы [4, 6]). Двусторонние инъекции
выполняли стереотаксически в боковые желудоч-
ки (от брегмы назад 0.8 мм и латерально 1.5 мм)
[7] с использованием шприца Гамильтона объе-
мом 10 мкл (Hamilton, Giarmata, Румыния). Кон-
трольные крысы получали эквивалентный объем
стерильного 10 мМ фосфатно-солевого буфера
(PBS). Крысам давали возможность восстано-
виться в течение 1.5 мес. перед морфологическим
анализом. У контрольных (n = 7) и получавших
IgS (n = 7) животных одно полушарие головного
мозга брали для морфологического анализа, а
другое полушарие – для анализа экспрессии ге-
нов; у другой части животных (контроль n = 6;
Ig-сапорин n = 5) весь мозг брали для морфологи-
ческого анализа.

Иммуногистохимическое окрашивание. Крыс
анестезировали хлоралгидратом (400 мг/кг, внут-
рибрюшинно) через 1.5 мес. после инъекции и за-
тем подвергали транскардиальной перфузии охла-
жденным ледяным 0.9% NaCl. Для морфологиче-

ского анализа весь мозг, либо одно полушарие,
вынимали и фиксировали в растворе 4% парафор-
мальдегида (Sigma-Aldrich, США) на PBS (Biolot,
Россия) в течение не менее 2 дней.

Двойное иммунофлуоресцентное окрашива-
ние маркеров микроглии IBA-1 и астроглии
GFAP проводили с использованием совместной
инкубации с соответствующими первичными ан-
тителами. Плавающие срезы сначала инкубирова-
ли в PBS, содержащем 0.3% тритон Х-100 (PBS-T),
три раза в течение 5 мин, затем в блокирующем
растворе (5% нормальная сыворотка осла (Sigma-
Aldrich, США) в PBS-T) в течение 1 ч и затем в
блокирующем растворе со смесью первичных ан-
тител (кроличьи поликлональные анти-IBA-1
(Wako, Япония) и мышиный моноклональный
анти-GFAP-Cy3 конъюгат 1 : 400 (Sigma-Aldrich,
США); оба в разведении 1 : 400) при 4°С в течение
ночи. На следующий день срезы промывали и ин-
кубировали с антителами осла к IgG кролика,
конъюгированными с Alexa Fluor-488 (Life Tech-
nologies, США). Срезы заключали в Prolong Gold
с DAPI (Thermo Fisher Scientific, США) и хранили
при 4°C.

Области неокортекса (париетальная кора) и
стриатума, в которых анализировали состояние
глиальных клеток показаны на рис. 1.

Подсчет клеток микроглии. Для количествен-
ного анализа получали изображения с помощью
микроскопа Keyence 6000EZ (Япония). Изображе-
ния стриатума были получены с помощью конфо-
кального микроскопа Zeiss LSM 700 (Германия).

Параметры изображения были установлены
таким образом, чтобы избежать насыщения сиг-
нала. Обработку изображений и количественный
анализ изменений морфологии микроглии вы-
полняли с использованием программного обес-
печения ImageJ/Fiji (версия 1.51, NIH, США) как
описано ранее [6].

Выделение РНК и синтез кДНК. После отбора
образцов головного мозга собирали фрагменты
серого вещества из соматосенсорной области не-
окортекса, обонятельных луковиц и стриатума.
Тотальную РНК выделяли из образцов мозга и
растворяли в ExtractRNA (Evrogen, Москва, Рос-
сия) в соответствии с протоколом производителя.
Общую концентрацию РНК измеряли на спек-
трофотометре NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Sci-
entific, США). Для удаления следов геномной
ДНК 1 мкг общей РНК обрабатывали ДНКазой I
(Thermo Fisher Scientific, США).

кДНК первой цепи синтезировали с использо-
ванием набора для обратной транскриптазы
MMLV (Evrogen, Москва, Россия) со случайными
декапраймерами в соответствии с инструкцией
производителя.

Количественная ПЦР в реальном времени.
кПЦР проводили с использованием 7500 Real-
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Time PCR System (Applied Biosystems, США).
Температурный профиль: (1) 95°C в течение 10
мин, (2) 40 циклов при 95°C в течение 15 с, 63°C в
течение 30 с и 72°C в течение 30 с и (3) анализ кри-
вой плавления. Для приготовления реакционных
смесей использовали HS-SYBR + ROX (Evrogen,
Москва, Россия).

Экспрессию генов рассчитывали как RQ = 2–ΔΔCt;
экспрессия была нормализована к экспрессии ге-
на Trappc10, который, согласно нашим предыду-
щим транскриптомным данным, является одним
из генов с наиболее стабильной экспрессией в
изученных условиях [6]. Экспрессия всех генов
была нормализована на внешний калибровочный
образец. Последовательности использованных в
работе праймеров были взяты из предыдущих
публикаций [6].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Дегенерация холинергических нейронов в

мозге, как известно, сопровождается нарушения-
ми памяти. Вместе с тем, холинергическая сигна-
лизация имеет важное значение для контроля со-
стояния глиальных клеток в ЦНС, поскольку
микроглия и астроциты могут экспрессировать
никотиновые рецепторы ацетилхолина, содержа-
щие субъединицу α7 [8]. Взаимодействие ацетил-
холина с этими рецепторами снижает провоспа-
лительный ответ микроглии. Мы предположили,
что холинергический дефицит, возникающий в
мозге в результате введения IgS, может способ-
ствовать активации микроглии не только в гип-
покампе, но и в других структурах мозга, прилега-
ющих к боковым желудочкам и получающих хо-
линергическую иннервацию из базальных ядер.

В контрольных условиях клетки микроглии в
стриатуме и неокортексе имели небольшие тела и
тонкие разветвленные отростки (рис. 2a, 3a), то
есть морфологию микроглии, которая типична
для покоящихся клеток. Во всех исследованных
областях астроциты также имели вид неактиви-
рованных покоящихся клеток с небольшими со-
мами и тонкими разветвленными отростками
(рис. 2б, 3б).

Через полтора месяца после введения иммуно-
токсина микроглиальные клетки в стриатуме со-
храняли характерную морфологию с тонкими
ветвящимися отростками (рис. 2б). Окрашивание
на GFAP также показало, что функциональный
статус астроцитов в этом отделе мозга не меняет-
ся (рис. 2г).

В отличие от стриатума, в исследованном от-
деле неокортекса мы обнаружили увеличение
числа клеток микроглии (значимое различие
между контролем (n = 13) и IgG-сапорином (n =
= 12), тест Крускала–Уоллиса, p = 0.014) (рис. 3д),
что также сопровождалось утолщением и укоро-

чением микроглиальных отростков (рис. 3б).
Оценка состояния астроцитов по окрашиванию
на GFAP не выявила серьезных изменений в со-
стоянии этих клеток через 1.5 мес. после введения
иммунотоксина.

Ранее мы показали [6], что изменение состоя-
ния микроглии в гиппокампе может также сопро-
вождаться изменением уровня мРНК генов, экс-
прессирующихся в микроглиальных клетках, а
также в клетках кровеносных сосудов мозга. По-
этому в этой работе мы проанализировали как
внутрижелудочковая инъекция иммунотоксина
влияет на уровень молекулярных маркеров, ха-
рактеризующих состояние клеток. Оказалось, что
в париетальной области неокортекса происходит
почти двукратное увеличение экспрессии марке-
ра микроглии Ncf1 после воздействия иммуно-
токсина, тогда как другой маркер микроглии
Cx3Cr1 и маркер нейровоспаления Il1β остались
неизменными (рис. 3а). Анализ экспрессии Ncf1
и Cx3Cr1 в энторинальной коре также выявил до-
стоверный рост экспрессии Ncf1 через 1.5 мес. по-
сле введения иммунотоксина, хотя это увеличе-
ние было менее значительным. Анализ экспрес-
сии маркеров состояния сосудов не выявил
никаких изменений ни в одном из исследованных
отделов неокортекса.

Рис. 1. Схематическое изображение зон мозга, кото-
рые были проанализированы в настоящем исследова-
нии.
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Мы также проанализировали экспрессию упо-
мянутых маркеров в стриатуме и клетках обоня-
тельных луковиц, которые получают холинерги-
ческую иннервацию от клеток медиального сеп-
тума и диагональной полоски Брока. Оказалось,
что изменений в экспрессии микроглиальных
маркеров в стриатуме и обонятельных луковицах
не происходит после действия иммунотоксина
(рис. 4а, б). В обонятельных луковицах также
остается неизменной экспрессия маркеров клеток
сосудистого русла, в то время как уровень Slc22a8
достоверно снижается в стриатуме (рис. 5а, б). 

192IgG-сапорин достаточно часто используется
для индукции селективной гибели холинергиче-

ских нейронов в базальных ядрах. Однако недав-
ние работы говорят о том, что этот иммунотоксин
при внутрижелудочковом введении приводит не
только к гибели холинергических нейронов, но
также развитию микроглиоза и гибели пирамид-
ных нейронов в зоне СА3 дорсального гиппокам-
па [6]. Проведенное исследование говорит о том,
что при внутрижелудочковом введении иммуно-
токсина наблюдается также ряд изменений в па-
риетальной коре и стриатуме. Полученные дан-
ные свидетельствуют, что через 1.5 мес. после вве-
дения иммунотоксина происходит увеличение
числа микроглиальных клеток в упомянутой об-
ласти неокортекса. Оценка состояния микроглии

Рис. 2. Влияние внутрижелудочкового введения 192IgG-сапорина на морфологию микроглии (а, б) и астроцитов (в, г)
в стриатуме. Представлены фотографии срезов стриатума контрольных (а, в) крыс и крыс, которым вводили иммуно-
токсин (б, г). Морфология глиальных клеток осталась практически неизменной через 1.5 мес. после введения имму-
нотоксина. Увеличение 200×, шкала 100 мкм.

Контроль IgG-сапорин

а б

в г
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по экспрессии маркерных генов выявила значи-
мые изменения только в экспрессии гена Ncf1. В
предыдущей работе увеличение экспрессии этого
гена сопровождало активацию микроглии в дор-
сальном гиппокампе [6]. Принимая во внимание
эти данные и результаты, полученные в настоя-
щей работе, можно предположить, что некоторая
активация микроглии также происходит в энто-
ринальной коре, где было обнаружено увеличе-

ние экспрессии Ncf1 у животных с индуцирован-

ным IgS холинергическим дефицитом. Важно от-

метить, что изменений в экспрессии Cx3Cr1,

Ptprb, и Slc22a8 не наблюдалось в исследованных

отделах коры, косвенно указывая на то, что, по

видимому, не происходит существенных измене-

ний в состоянии сосудистого русла в этих струк-

турах.

Рис. 3. Влияние внутрижелудочкового введения 192IgG-сапорина на морфологию микроглии (а, б) и астроцитов (в, г)
в париетальной коре. Представлены фотографии срезов неокортекса контрольных (а, в) крыс и крыс, которым вводи-
ли иммунотоксин (б, г). Подсчет числа микроглиальных клеток показал, что через 1.5 мес. после введения иммуноток-
сина наблюдается увеличение числа микроглиальных клеток (д). * – статистически значимые отличия по сравнению
с контролем, р < 0.05 (тест Манна–Уитни). Увеличение 400×, шкала 100 мкм.
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Обонятельные луковицы иннервируются хо-
линергическими волокнами, приходящими из
диагональной полоски Брока [9]. Однако внутри-
желудочковое введение иммунотоксина не при-
водило к каким-либо изменениям в экспрессии
генов, ассоциированных с микроглией и крове-
носными сосудами. Последнее, вероятно, гово-
рит о том, что в обонятельных луковицах дефицит
АХ не приводит к активации микроглии и изме-
нению состояния сосудов и, скорее всего, не яв-
ляется критическим фактором, регулирующим
состояние микроглии, как ранее было показано
для микроглии в гиппокампе.

Важным аспектом сравнения эффектов имму-
нотоксина в разных отделах неокортекса является
то, что энторинальная кора получает холинерги-
ческий вход из медиального септального ядра и
ядра вертикального лимба диагональной полоски
Брока [10, 11], в то время как париетальная кора
получает вход из безымянной субстанции и ба-
зального ядра Мейнерта [12]. Внутрижелудочко-
вое введение приводит к гибели холинергических
нейронов медиального септума [4, 6] и, возмож-

но, может приводить к дегенерации холинергиче-
ских аксонов в париетальной коре, т. к. послед-
няя плотно прилегает к желудочкам. В любом
случае потеря холинергической иннервации в
обоих отделах неокортекса приводит к некоторой
активации микроглии, лишний раз указывая на
то, что АХ может являться важным регулятором
состояния микроглии не только в гиппокампе, но
и в неокортексе. Присутствие избыточного числа
микроглиоцитов в условиях дефицита холинер-
гической нейротрансмиссии может быть допол-
нительным фактором, способствующим разви-
тию амнезии как в исследованной модели, так и
при нейродегенеративных заболеваниях.
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Рис. 4. Влияние внутрижелудочкового введения
192IgG-сапорина на экспрессию микроглиальных
маркеров (Ncf1, Cx3Cr1), Il1β, и сосудистых маркеров
(Ptprb, Slc22a8) в париетальной (а) и энторинальной
коре (б). Данные представлены в виде среднее ±
ошибка среднего. * – значимые отличия по сравне-
нию с контролем (p < 0.05, тест Манна–Уитни).
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Рис. 5. Влияние внутрижелудочкового введения
192IgG-сапорина на экспрессию микроглиальных
маркеров (Ncf1, Cx3Cr1) и сосудистых маркеров
(Ptprb, Slc22a8) в стриатуме (а) и обонятельных луко-
вицах (б). Данные представлены в виде среднее ±
ошибка среднего. * – значимые отличия по сравне-
нию с контролем (p < 0.05, тест Манна–Уитни).
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Intracerebroventricular Administration
of 192IgG-Saporin Alters the State of Microglia in the Neocortex
M. N. Volobuevaa, Yu. V. Dobryakovaa, A. O. Manolovaa, M. Yu. Stepanicheva,

A. A. Kvichanskya, N. V. Gulyaevaa, V. A. Markevicha, and A. P. Bolshakova, b

aInstitute of Higher Nervous Activity and Neurophysiology RAS, Moscow, Russia
bPirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia

The immunotoxin 192IgG-saporin is a powerful tool for inducing the selective death of cholinergic neurons
in the basal nuclei. In this study, we investigated the effect of intracerebroventricular immunotoxin adminis-
tration on the state of microglia in tissues adjacent to the ventricle (striatum and parietal cortex) and remotely
located but receiving innervation from the medial septal region and diagonal band of Broka (entorhinal cortex
and olfactory bulbs). Assessment of the state of glial cells was performed using immunohistochemical staining
with antibodies to the microglial marker protein IBA-1 and to the astrocytic marker protein GFAP. It turned
out that, in the parietal cortex, the number of microglial cells increased, however, this increase was not ac-
companied by changes in the state of astrocytes, while in the striatum there were no changes in the state of
glial cells. Analysis of the expression of the Ncf1 and Cx3Cr1 genes showed that the expression of Ncf1 in-
creases in both the parietal and entorhinal cortex in the absence of changes in the expression of Cx3Cr1. In
the striatum and olfactory bulbs, there were no changes in the expression of these genes. We also analyzed
mRNA levels of the Ptprb and Slc22a8 genes expressed in blood vessels. Decreased Slc22a8 expression was
observed only in the striatum, while the expression of Ptprb gene did not change in any of the structures. The
data obtained indicate that 1.5 months after the administration of immunotoxin, microglia is activated only
in the neocortical areas, but not in the striatum or olfactory bulbs.

Keywords: 192IgG-saporin, cholinergic degeneration, neocortex, striatum, microglia
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