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Резюме
Введение. В рамках изучения болезни Альцгеймера (БА) все большую актуальность приобретает проблема причинно-следственной связи 
между нейродегенеративными изменениями и сопровождающей их амилоидной ангиопатией. Накопленный багаж клинических данных 
указывает на то, что в патогенез БА важный вклад вносят нарушения со стороны нейроваскулярной единицы, в том числе нарушения 
проницаемости гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), микроциркуляции, метаболического сопряжения клеток.
Цель. Изучение молекулярных механизмов нарушения церебральной микроциркуляции и структурно-функциональной целостности ГЭБ 
в экспериментальных моделях БА in vitro при модуляции активности CD147 и RAGE.
Материалы и методы. Исследование провели на мышах линии C57BL/6 с формированием у животных модели БА in vivo. Далее 
произвели изоляцию и культивирование первичных клеток головного мозга, модуляцию активности CD147 и RAGE в клетках эндотелия 
in vitro с помощью siRNA CD147, siRNA RAGE, циклофилина А и Aβ1-42 и cформировали модель ГЭБ in vitro. В модели ГЭБ in vitro оценили 
трансэндотелиальное электрическое сопротивление. В культурах эндотелиальных клеток оценили относительное количество молекул-
маркеров ангиогенеза и экспрессию гена APP. Статистическую обработку полученных результатов провели методами непараметрической 
статистики с помощью критерия Манна – Уитни для сравнения показателей в независимых выборках и с помощью критерия Уилкоксона 
для сравнения зависимых выборок. Уровень статистической значимости различий p ≤ 0,05.
Результаты и обсуждение. Блокирование экспрессии RAGE привело к статистически значимому увеличению показателей ТЭС, 
интенсификации ангиогенеза и снижению уровня экспрессии APP. Одновременно с этим, блокирование CD147 хотя и привело к 
увеличению показателей ТЭС, но также характеризовалось противоречивым действием на неоангиогенез и увеличением экспрессии APP.
Заключение. Анализируя полученные данные, можно сделать вывод, что подавление экспрессии RAGE и CD147 в клетках церебральных 
микрососудов может стать перспективным методом снижения их патологической проницаемости.
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Abstract
Introduction. In the study of Alzheimer’s disease (AD), the cause-and-effect relationship between neurodegenerative changes and the 
accompanying amyloid angiopathy is becoming increasingly important. The accumulated clinical data indicates that an important contribution 
to the pathogenesis of AD is made by neurovascular unit dysfunction, including disruption in permeability of the blood-brain barrier (BBB), 
microcirculation, and metabolic coupling of cells.
Aim. To study the molecular mechanisms of disturbed brain microcirculation and the structural and functional integrity of the BBB in experimental 
models of AD in vitro under the modulation of CD147 and RAGE.
Materials and methods. The study was carried out on C57BL/6 mice. First, we formed an AD model in animals of the experimental group. Then, 
we isolated and cultured primary cells of the brain, modulated the activity of CD147 and RAGE in endothelial cells using siRNA CD147, siRNA RAGE, 
cyclophilin A and Aβ1-42, and formed a BBB model in vitro. Further, we assessed transendothelial electrical resistance in the BBB model in vitro, 
registered the marker molecules of angiogenesis and analyzed the expression of APP in endothelial cells. Statistical processing of the obtained data 
was carried out using the methods of nonparametric statistics: the Mann – Whitney U test for comparing independent samples and the Wilcoxon 
test for comparing dependent samples. The level of statistical significance of differences was p ≤ 0.05. 
Results and discussion. Knockdown of RAGE led to a statistically significant increase in TEER, an intensification of neoangiogenesis, and a 
decrease in the level of APP expression. At the same time, although CD147 knockdown led to an increase in TEER, it also led to controversial effects 
on angiogenesis and an increase in APP expression.
Conclusion. Analyzing the data obtained, it can be concluded that RAGE and CD147 silencing in the cells of cerebral microvessels can become a 
promising method for reducing their pathological permeability.
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ВВЕДЕНИЕ 
Гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) – это слож-

ноустроенный гистогематический барьер между кро-
веносной системой и центральной нервной систе-
мой, состоящий из высокоспециализированных типов 
клеток и их микроокружения [1]. К основным типам 
клеток относят эндотелиальные клетки, перициты, 
астроциты и нейроны, которые в совокупности с вне-
клеточным матриксом формируют нейроваскуляр-
ную единицу (НВЕ) [2]. 

Как известно, болезнь Альцгеймера (БА) харак-
теризуется прогрессирующей гибелью нейронов 
вследствие накопления внеклеточных отложений 
бета-амилоида (Aβ) и внутриклеточного фосфорили-
рованного тау-белка [3]. Также, патогенез БА вклю-
чает развитие окислительного стресса, формиро-
вание аберрантных межклеточных коммуникаций, 
митохондриальную дисфункцию [4]. Однако за по-

следние 20  лет все больше клинических данных  
указывает на то, что в развитие БА важный вклад вно- 
сят нарушения со стороны НВЕ, включающие в себя 
нарушения проницаемости ГЭБ, микроциркуляции, 
нейрон-астроглиального метаболического сопряже- 
ния и глиоваскулярного контроля над локальным 
кровотоком  [5–7]. Более того, было показано, что па- 
тологические изменения сосудистых биомаркеров 
происходят до развития видимых когнитивных нару-
шений и обнаружения биомаркеров БА [8]. 

Таким образом, актуальным вопросом является 
причинно-следственная связь между нейродегене-
рацией и амилоидной ангиопатией при БА [9]. В этом 
контексте наш интерес привлекло возможное взаи- 
модействие между двумя молекулами, активность ко-
торых может существенно влиять на продукцию и 
транспорт Аβ через ГЭБ: CD147, модулятором актив-
ности секретазы, генерирующей Аβ из АРР (amyloid 
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precursor protein), белка-предшественника амило-
ида  [10], и RAGE, транспортером Аβ через ГЭБ [11]. 
Целью данной работы было изучение механизмов 
нарушения церебральной микроциркуляции и струк-
турно-функциональной целостности ГЭБ в экспери-
ментальных моделях БА in vitro при модуляции актив-
ности CD147 и RAGE для разработки новых подходов  
к терапии церебральной амилоидной ангиопатии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Моделирование БА in vivo

Исследование было проведено на мышах линии 
C57BL/6, самцах в возрасте 4 месяца. Было сформиро-
вано две группы: контрольная (n = 5) и опытная (n = 5). 
Мышам опытной группы по стереотаксическим ко-
ординатам ML ± 1,3 мм, AP – 2,0 мм, DV – 1,9 мм вво-
дили Aβ1-42 в CA1 зону гиппокампа билатерально по  
1  мкл для моделирования БА in vivo. Контролем служи-
ли ложно оперированные животные после введения 
PBS, осмолярность 300+/–20 мОсмоль/кг, pH = 7,0–7,1 
(ПанЭко, кат. № Р060п). 

Моделирование ГЭБ in vitro 

Из головного мозга мышей получали первичные 
культуры эндотелиальных клеток и нейросферы с их 
последующей направленной дифференцировкой в  
астроциты и нейроны. Для формирования модели 
ГЭБ in vitro смесь астроцитов и нейронов помещали 
на дно культурального планшета, а эндотелиоциты на 
культуральную вставку (Corning-Costar, США). Смесь 
клеток культивировали в среде: DMEM + глутамин +  
FBS, pH = 6,8–7,5 (ПанЭко, кат. № К052м/SV30160.03) +  
пеницилин, 5000 ЕД/мл + стрептомицин, 5000 мкг/мл,  – 
при 37 °C с 5 % CO2. 

Модуляция CD147 и RAGE  
в клетках эндотелия in vitro

Было сформировано 5 экспериментальных групп: 
1) контроль; 2) siRNA CD147; 3) siRNA RAGE; 4) цикло-
филин А; 5) Aβ1-42. Для блокировки экспрессии CD147 
и RAGE в клетках эндотелия использовали siRNA 
CD147 (Santa Cruz, sc-36375) и siRNA RAGE (Santa Cruz,  
sc-35299) по протоколу фирмы-производителя. Для 
активации экспрессии CD147 использовали мыши-
ный рекомбинатный циклофилин А (Abcam, ab202256), 
100  нг/мл, для активации экспрессии RAGE исполь-
зовали Aβ1-42 (Sigma, A9810), 1 мкМ. Время инкуба- 
ции – 1 ч. 

Оценка трансэндотелиального  
сопротивления в модели ГЭБ in vitro

Для оценки компетентности эндотелиального 
слоя в модели ГЭБ in vitro оценивали параметры транс- 
эндотелиального электрического сопротивления (ТЭС)  
через 1, 2, 4, 6 и 24 ч с использованием эпителиаль-
ного вольтметра EVOM2 и электрода STX2 (World 
Precision Instruments, США).

Оценка ангиогенеза  
в клетках эндотелия in vitro

Проводили иммуноцитохимическую регистрацию  
молекул-маркеров ангиогенеза в эндотелиальных 
клетках. Использовали первичные антитела к CD34 
(Abcam, ab81289) и VEGFR2 (Abcam, ab2349) в рабочем  
разведении 1 : 300, время инкубации – 18 ч при 4  °С. 
Вторичные антитела, меченые флюорохромом Alexa 
488 (Invitrogen, A11034), использовали в рабочем раз-
ведении 1 : 500, время инкубации – 2 ч при 37 °С. Мик- 
роскопию клеток осуществляли на флуоресцентном 
микроскопе ZOE (Bio-Rad, США).

Оценка экспрессии APP методом ПЦР
Производили оценку экспрессии гена APP в эндо- 

телиальных клетках методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени с помощью наборов «РНК-Экстран»  
(НПФ Синтол, кат. № ЕХ-515), «MMLV RT kit» (Евроген, 
кат. № СК021), qPCRmix-HS (Евроген, кат. № PK145L) 
согласно протоколам фирм-производителей.

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов прове-

ли с помощью программы StаtPlus Professional, сбор-
ка 5.9.8.5/Core v.5.9.33 методами непараметрической 
статистики. Для сравнения показателей в независи- 
мых выборках применяли критерий Манна – Уитни, 
сравнение зависимых выборок осуществляли с по-
мощью критерия Уилкоксона. Различия принимали 
значимыми при p ≤ 0,05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Результаты оценки ТЭС в модели ГЭБ in vitro
В контрольной группе блокирование RAGE при-

водило к статически значимому увеличению пока-
зателей ТЭС в первые 4 ч наблюдения с последу- 
ющим уменьшением к концу суток, а Аβ1-42 не оказал  
влияния на величину ТЭС (рисунок 1, А). В моде-
ли БА in vitro блокирование RAGE привело к более  
стойкому и длительному повышению ТЭС, а Аβ1-42 
вызвал уменьшение ТЭС к концу суток (рисунок 1, B). 
В контрольной группе блокирование CD147 при-
водило к стойкому снижению уровня ТЭС через 6  ч  
наблюдения, тогда как циклофилин А вызывал стати-
стически значимое повышение величины ТЭС к 6  ч 
наблюдения (рисунок  1, C). В модели БА in vitro бло- 
кирование CD147 вызвало значимое увеличение по- 
казателей ТЭС в первые 6 ч наблюдения, которое сме- 
нилось статистически значимым уменьшением к кон- 
цу суток. Циклофилин А вызвал однонаправленное, 
но менее интенсивное повышение величины ТЭС  
(рисунок 1, D).

Результаты оценки ангиогенеза  
в культурах эндотелиальных клеток

В контрольной группе блокирование RAGE и 
СD147 и культивирование в присутствии Аβ1-42 при-
вело к увеличению количества VEGFR2-иммунопози-
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тивных эндотелиоцитов. В группе БА in vitro наблю- 
дался противоположный эффект (рисунок 2, А). В 
группе контроля блокирование RAGE и СD147 приве-
ло к увеличению количества СD34-иммунопозитив- 
ных эндотелиоцитов. Действие циклофилина А и  
Аβ1-42 не оказало влияния на экспрессию СD34. В 
модели БА in vitro наблюдалось значимое снижение 
числа СD34-иммунопозитивных клеток при воздейст- 
вии Аβ1-42 и siRNA CD147, но увеличение их числа  
при воздействии циклофилина А (рисунок 2, B). 

Результаты оценки экспрессии APP  
методом ПЦР

В группе БА in vitro было зафиксировано увели-
чение продукции АРР в отсутствии модуляторов (ри-
сунок 3). В группах контроля и БА in vitro блокиро-
вание RAGE привело к статистически значимому 
снижению экспрессии гена АРР, а культивирование 
в присутствии Аβ1-42 к противоположному эффек-
ту (рисунок  3,  А). Блокирование CD147 привело к зна-
чимому увеличению экспрессии АРР в контроле и  
БА in vitro. Циклофилин А не оказал влияния на экс-
прессию АРР в контроле, однако в модели БА экс-
прессия АРР была статистически значимо выше, чем в 
контроле (рисунок 3, B). 

Анализируя данные оценки ТЭС, можно сделать 
вывод, что при развитии церебральной амилоидной 
ангиопатии оправданным будет являться одновре-
менное блокирование экспрессии RAGE и CD147 в 
клетках церебральных микрососудов. На основании 
данных об увеличении количества VEGFR2-иммуно-
позитивных эндотелиоцитов на фоне блокирования 
RAGE и CD147 можно сделать вывод о супрессивном 
влиянии указанных молекул на ангиогенез. Таким  
образом, опираясь на литературные данные о том, 
что RAGE и CD147 участвуют в продукции амилоида  
и его транспорте, а также на полученные нами экспе-
риментальные данные о вовлеченности упомянутых 
молекул в процессы ангио- и барьерогенеза, можно 
предположить, что одновременное блокирование 
RAGE и CD147 может стать перспективной тактикой 
в лечении амилоидной ангиопатии, поскольку будет 
вовлекать сразу несколько взаимосвязанных звеньев 
патогенеза БА.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами впервые было показано, что не только бло-

кирование RAGE, но и блокирование CD147 может 
быть эффективно в модели амилоидной ангиопатии 
in vitro для восстановления целостности ГЭБ и увели- 

Рисунок 1. Влияние модуляторов RAGE и CD147 на трансэндотелиальное сопротивление в модели гематоэнцефалического ба-
рьера in vitro. 

А, C – контрольные группы; B, D – модель болезни Альцгеймера in vitro

Figure 1. Effect of RAGE and CD147 modulators on transendothelial resistance in the blood-brain barrier model in vitro. 

A, C – control groups; B, D – Alzheimer’s disease model in vitro
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чения количества клеток с проангиогенным потен- 
циалом. Однако важно отметить, что снижение экс-
прессии CD147 сопровождается возрастанием про-
дукции АРР в клетках церебрального эндотелия и 
снижением количества CD34 tip cells, активных участ- 
ников ангиогенеза, маркеров спрутинга.
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Рисунок 2. Влияние модуляторов RAGE и CD147 на ангиогенез в культурах эндотелиальных клеток. 

А – количество VEGFR2-иммунопозитивных клеток; В – количество CD34-иммунопозитивных клеток

Figure 2. Effect of RAGE and CD147 modulators on angiogenesis in endothelial cells. 

A – the number of VEGFR2-immunopositive cells; B – the number of CD34-immunopositive cells

Рисунок 3. Влияние модуляторов RAGE (А) и CD147 (В) на экспрессию гена APP эндотелиальными клетками

Figure 3. Effect of RAGE (A) and CD147 (B) modulators on APP expression in endothelial cells
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