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Введение. Клетки церебрального эндотелия экспрессируют монокарбоксилатные транспортеры MCT1 для переноса лактата через гематоэнцефа-
лический барьер (ГЭБ), регулируемые активностью CD147, а также рецепторы лактата GPR81 (HCAR1). Метаболизм и межклеточный транспорт 
лактата – важный механизм регуляции функциональной активности клеток ГЭБ.
Цель исследования. Изучить влияние активности GPR81 рецепторов в клетках церебрального эндотелия на экспрессию MCT1, CD147 и митохондри-
альную динамику, что позволит объяснить эффект локальной продукции лактата периваскулярными астроцитами на процессы ангиогенеза в ткани 
головного мозга.
Материалы и методы. В работе использовалась культура клеток церебральных эндотелиоцитов, выделенных из головного мозга 15–17 дневных эмбри-
онов крыс линии Wistar. Изучение митохондриального биогенеза церебральных эндотелиоцитов проводили по стандартному протоколу «MitoBiogenesis 
In-Cell ELISA Kit» (Abcam). Химическую гипоксию создавали путем инкубации в присутствии 50 мкМ йодацетата в течение 30 мин. В качестве 
агониста рецепторов лактата GPR81 использовали 3Cl-5OH-BA (Calbiochem) в концентрации 5, 50 и 500 мкМ в течение 24 час. Количество клеток, 
экспрессирующих молекулы GPR81, CD147 и MCT1, оценивали с использованием двойного непрямого метода иммуноферментного окрашивания.
Результаты. Впервые обнаружено, что длительная стимуляция GPR81 рецепторов 3Cl-5OH-BA в дозозависимой манере приводит к интенсифика-
ции митохондриального биогенеза (до 1,5 раз, р<0,05). В то же время зафиксировано статистически значимое (р<0,05) подавление экспрессии моно-
карбоксилатных транспортеров MCT1 в опытной группе по сравнению с контрольной (с 81±1,6% до 40,7±4,4%) и сопряженного с ними белка CD147 
(с 57,4±3,3% до 48,3±2,9%) в церебральных эндотелиоцитах.
Заключение. Полученные данные расширяют спектр возможных приложений действия агонистов GPR81 для модуляции межклеточных взаимодей-
ствий в нейроваскулярной единице и контроля функциональной активности клеток эндотелия церебральных микрососудов.

ключевые слова: церебральный эндотелий, гематоэнцефалический барьер, митохондрии, лактатные рецепторы, гликолиз.
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Introduction. Cerebral endothelial cells express monocarboxylate transporters MCT1 for blood–brain barrier (BBB) transfer of lactate, which are regulated by 
CD147 activity, as well as lactate receptors GPR81 (HCAR1). Metabolism and intercellular transport of lactate is the crucial mechanism for regulating the function 
of BBB cells.
Objective. To study the effect of activity of GPR81 receptors in cerebral endothelial cells on expression of MCT1, CD147 and the mitochondrial dynamics, which will 
make it possible to explain the effect of local production of lactate by perivascular astrocytes on angiogenesis in the cerebral tissue.
Materials and methods. The culture of cerebral endothelial cells isolated from the brain of 15–17-day-old Wistar rat embryos was used in this study. Mitochon-
drial biogenesis of cerebral endothelial cells was studied using the standard MitoBiogenesis In-Cell ELISA Kit protocol (Abcam). Chemical hypoxia was induced by 
incubation in the presence of 50 µM iodoacetate for 30 min. 3Cl-5OH-BA (Calbiochem) at concentrations of 5, 50, and 500 µM was used as an agonist of GPR81 
lactate receptors during 24 h. The number of cells expressing GPR81, CD147, and MCT1 molecules was evaluated using indirect double-antibody ELISA. 
Results. It was found for the first time that prolonged dose-dependent stimulation of GPR81 receptors with 3Cl-5OH-BA intensifies mitochondrial biogenesis (up 
to 1.5-fold, р<0.05). Meanwhile, a statistically significant (p<0.05) inhibition of expression of monocarboxylate transporters MCT1 (from 81±1.6% to 40.7±4.4%) 
and the conjugated CD147 protein (from 57.4±3.3% to 48.3±2.9%) in cerebral endothelial cells in the study group compared to the control group.
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введение

Повреждение гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) – 
одно из важных проявлений широкого круга неврологиче-
ских заболеваний, имеющее своим результатом нарушение 
механизмов транспорта метаболитов и регуляторных моле-
кул. С другой стороны, избирательная проницаемость ГЭБ 
является препятствием для применения ряда лекарствен-
ных средств, не способных преодолеть барьер, что снижает 
эффективность терапии заболеваний центральной нервной 
системы. В состав ГЭБ входят клетки эндотелия, перива-
скулярная астроглия, перициты, кроме того, существен-
ное влияние на поддержание структурно-функциональной 
целостности ГЭБ могут оказывать нейроны и микроглия. 

Эндотелий церебральных микрососудов, обеспечивающий 
барьерную функцию, обладает рядом уникальных характе-
ристик, отличающих его от эндотелиальных клеток в других 
тканях: экспрессия белков плотных контактов (клаудины, 
окклудины и др.), транспортных молекул (транспортеры 
глюкозы, лактата, бета-амилоида и др.), рецепторов инсу-
лина и трансферрина, а также присутствие в клетках боль-
шего количества митохондрий [1]. Высокое содержание 
митохондрий в клетках эндотелия ГЭБ обусловлено энер-
гетическими потребностями транспортирующих систем, а 
также интенсивностью механизмов ангиогенеза, который 
в головном мозге связан не только с процессами развития 
и восстановления после повреждения ткани, но и с нейро-
пластичностью [2]. 

Особенности энергетического метаболизма клеток цере-
брального эндотелия состоят в интенсивном базальном 
уровне гликолиза, интенсификации гликолиза и митохон-
дриального дыхания при индукции васкулогенеза и ангио- 
генеза [3]. Для предотвращения неблагоприятных эффек-
тов гиперстимуляции митохондриальной активности клет-
ки эндотелия обладают специализированными механизма-
ми, в частности, они экспрессируют немитохондриальную 
пренилтрансферазу UBIAD1, синтезирующую убихинон 
CoQ10, участвующий в митохондриальном дыхании и за-
щите от окислительного стресса [4], однако насколько этот 
процесс актуален для клеток церебрального эндотелия 
остается не выясненным. 

Примечательно, что в определенном смысле метаболизм 
клеток эндотелия может быть сравнен с метаболизмом кле-
ток опухолевой природы, характеризующихся так называе-
мым эффектом Варбурга (высокий базальный уровень про-
дукции лактата) [5], однако относительно высокий уровень 
митохондрий именно в клетках церебрального эндотелия 
делает эту субпопуляцию эндотелиоцитов в большей сте-
пени зависящей не от гликолиза, а от окислительного фос-
форилирования в митохондриях. Действительно, в ткани 
головного мозга основными продуцентами лактата являют-
ся астроциты [6], что необходимо для реализации нейрон-
астроглиального метаболического сопряжения и, вероятно, 
для координации метаболизма церебральных эндотелиоци-
тов и периваскулярной астроглии. Вместе с тем значитель-
ное количество лактата может находиться и в системной 
циркуляции, что может иметь своим результатом модуля-

цию функциональной активности клеток эндотелия в со-
ставе ГЭБ. В таком случае клетки церебрального эндотелия 
становятся с большей вероятностью объектом для реализа-
ции так называемого обратного эффекта Варбурга, впервые 
описанного для взаимодействия опухолевых и стромальных 
клеток [7]: клетки эндотелия утилизируют лактат, который 
обеспечивает стимуляцию цикла трикарбоновых кислот и 
митохондриальной продукции АТФ, что может быть необ-
ходимым для формирования локального микроокружения, 
оптимального для процессов ангиогенеза или высокой ней-
рональной активности и нейропластичности. 

Митохондриальный биогенез – одно из проявлений ми-
тохондриальной динамики (наряду с процессами ми-
тофагии), которое необходимо для быстрой адаптации 
клеточного дыхания к изменяющимся локальным по-
требностям в энергопродукции. Основными стимулято-
рами митохондриального биогенеза в клетках различной 
природы являются PGC-1 (ко-активатор 1α рецептора, 
активируемого пролифераторами пероксисом) и AMPK 
(АМФ-активируемая протеинкиназа) [8], а ингибитором – 
транскрипционный фактор HIF-1 (индуцируемый гипок-
сией фактор 1) [9]. 

Церебральные эндотелиальные клетки экспрессируют 
монокарбоксилатные транспортеры MCT1 для транспор-
та лактата через ГЭБ, регулируемые активностью CD147 
[10], а также рецепторы лактата GPR81 (HCAR1), функция 
которых в центральной нервной системе практически не 
изучена [11]. Особенности экспрессии MCT1 и GPR81 в 
клетках церебрального эндотелия, вероятнее всего, позво-
ляют им реагировать на присутствие лактата как в просвете 
церебрального сосуда, так и в межклеточном пространстве, 
в частности, в участках тесного прилегания отростков пе-
риваскулярных астроцитов к клеткам эндотелия [12]. Ранее 
мы показали [2], что метаболизм и межклеточный транс-
порт лактата – важный механизм регуляции функциональ-
ной активности клеток ГЭБ. В настоящей работе мы пред-
положили, что стимуляция GPR81 рецепторов в клетках 
церебрального эндотелия может иметь своим результатом 
изменение экспрессии MCT1 и CD147, а также митохон-
дриальную динамику, что позволит объяснить влияние ло-
кальной продукции лактата периваскулярными астроцита-
ми на процессы ангиогенеза в ткани головного мозга.

материалы и методы

В работе использовалась культура клеток церебральных 
эндотелиоцитов, выделенных из головного мозга 15– 
17-дневных эмбрионов крыс линии Wistar по разработан-
ному ранее протоколу [13]. Основной средой для культиви-
рования эндотелиоцитов являлась Endothelial Cell Culture 
Medium, состоящая из ECM (endothelial culture medium, 
ScienCell, США), FBS (fetal bovine serum, ScienCell, США), 
ECGS (endothelial cell growth supplement, ScienCell, США) 
и раствор антибиотика-антимикотика (Thermo Scientific 
HyClone, США). 

Изучение митохондриального биогенеза церебральных 
эндотелиоцитов проводили по стандартному протоколу 

Conclusions. The findings broaden the range of potential applications of GPR81 agonists for modulating intercellular interactions in a neurovascular unit and 
controlling the functional activity of cerebral microvessel endothelial cells.

Keywords: cerebral endothelium, brain–blood barrier, mitochondria, lactate receptors, glycolysis.
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«MitoBiogenesis In-Cell ELISA Kit» (Abcam, США). В экс-
перименте использовали интактные эндотелиоциты и эн-
дотелиоциты, подвергнутые химической гипоксии путем 
инкубации в присутствии 50 мкМ йодацетата в течение 
30 мин. Далее каждая из экспериментальных групп была 
разделена на 4 подгруппы: 1) культивирование в основной 
среде с добавлением растворителя диметилсульфоксида в 
количестве 1 мкл/мл среды (ДМСО, Sigma-Aldrich, США); 
2) культивирование в среде, содержащей 5 мкМ 3Cl-5OH-
BA (агонист рецепторов лактата GPR81, Calbiochem, 
США); 3) культивирование в среде, содержащей 50 мкМ 
3Cl-5OH-BA; 4) культивирование в среде, содержащей 
500 мкМ 3Cl-5OH-BA. В каждой экспериментальной груп-
пе было выполнено 8 повторов. 

Через 24 часа инкубации клеток с модулятором оцени-
вали относительное количество митохондриальных бел-
ков – сукцинатдегидрогеназы А (SDH-A) и цитохром 
с-оксидазы-1 (СОХ-1) в каждой лунке по стандартному 
протоколу фирмы-изготовителя. Так же определяли со-
отношение экспрессии СОХ-1 к SDH-A. СОХ-1 коди-
руется митохондриальной ДНК, в то время как SDH-A 
кодируется ядерной ДНК. Таким образом, соотношение 
СОХ-1/SDH-A представляет состояние митохондриально-
го биогенеза.

Кроме того, в культуре интактных церебральных эндо-
телиоцитов после 24-часовой инкубации в присутствии 
50 мкМ 3Cl-5OH-BA оценивали экспрессию рецепторов 
лактата GPR81, CD147 и монокарбоксилатного транс-
портера MCT1. Количество клеток, экспрессирующих 
данные молекулы, оценивали с использованием двойного 
непрямого метода иммуноферментного окрашивания со-
гласно протоколу производителя с использованием пер-
вичных антител к FW, GPR81, CD147, MCT1 (все антите-
ла – Abcam, США) в рабочем разведении 1:100. В качестве 
вторичных использовали моноклональные антитела, мече-
ные AlexaFluor 488 и AlexaFluor 555 (Abcam, США) в рабо-
чем разведении 1:200.

Визуализацию результатов окрашивания осуществляли с 
помощью автоматизированного конфокального лазерного 
сканирующего микроскопа с водной иммерсией Olympus 
FV10i-W (Olympus, Япония). При анализе фотоснимков 
использовали программу Olympus FLUOVIEW Viewer 4.0 
(Olympus, Япония).

Статистический анализ полученных данных проводили 
с использованием методов непараметрической статисти-
ки. Для выявления различий между экспериментальными 
группами применяли критерий Манна–Уитни и критерий 
хи-квадрат. Результаты иммуноцитохимического анализа 
представлены в виде M±m, где М – среднее значение, m – 
стандартное отклонение. Результаты иммуноферментного 
анализа представлены в виде M±m, где М – среднее зна-
чение, m – стандартное отклонение. Статистически значи-
мыми считали различия при p≤0,05.

результаты 

При оценке влияния 3Cl-5OH-BA как агониста лактатных 
рецепторов GPR81 на экспрессию субъединицы I ком-
плекса IV дыхательной цепи митохондрий (COX-I), кото-
рая кодируется митохондриальной ДНК, и субъединицу 
с молекулярной массой 70 кДа комплекса II дыхательной 
цепи митохондрий (SDH-A), которая кодируется ядерной 

pис. 1. изменение экспрессии ферментов дыхательной цепи мито-
хондрий sdh-a и Cox-i в клетках церебрального эндотелия крыс, 
инкубированных в течение 24 час с агонистом Gpr81-рецепторов 
3Cl-5oh-Ba (5, 50, 500 мкм) в условиях нормоксии и «химической 
гипоксии», индуцированной 50 мкм йодоацетата in vitro. а – экс-
прессия Cox-i и sdh-a (по оси ординат – оптическая плотность 
образца, отн. ед.); B – интенсивность митохондриального биогенеза 
(отн. ед.)
* – уровень значимости между группами р<0,05

fig. 1. Changes in expression of mitochondrial respiratory chain enzymes 
sdh-a and Cox-i in rat cerebral endothelial cells incubated for 24 h 
with the Gpr81 receptor agonist 3Cl-5oh-Ba (5, 50, and 500 µm) 
under normoxia and chemically induced hypoxia caused by administration 
of 50 µm of iodoacetate in vitro. (a) Expression of Cox-i and sdh-a 
(absorbance of the sample, rel. units is plotted along the y axis); 
(B) intensity of mitochondrial biogenesis (rel. units)
* – the intergroup significance level, р<0.05
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ДНК, мы обнаружили, что длительная (24 час) стимуляция 
лактатных рецепторов имеет своим результатом достоверно 
значимое и дозозависимое увеличение экспрессии COX-I 
в церебральных эндотелиоцитах, находящихся в состоянии 
нормоксии. Так, при культивировании клеток в присут-
ствии 5 мкМ 3Cl-5OH-BA показатели экспрессии COX-I 
возросли с 0,33 о.е. в контроле до 0,46 о.е. (p<0,05), а при 
инкубации в присутствии 50 мкМ 3Cl-5OH-BA – до 0,54 о.е 
(p<0,05). Однако индукция «химической гипоксии» пред-
инкубацией клеток с 50 мкМ йодоацетата нивелировала 
эффект 3Cl-5OH-BA в отношении экспрессии COX-I. Экс-
прессия SDH-A под действием агониста GPR81 рецепторов 
практически не менялась ни в условиях нормоксии, ни при 
гипоксии, что свидетельствует о достоверном увеличении 
интегрального показателя митохондриального биогенеза в 
клетках-мишенях (оцениваемого как отношение экспрес-

сии COX-I к SDH-A) в диапазоне концентраций 5–50 мкМ, 
но только в условиях сохранного гликолиза (рис. 1).

Стимуляция GPR81 рецепторов в течение 24 час не привела 
к изменению экспрессии лактатных рецепторов в клетках 
церебрального эндотелия, инкубированных в состоянии 
без индуцированной гипоксии, однако экспрессия моно-
карбоксилатных транспортеров MCT1 и сопряженного с 
ними белка с шаперонной активностью CD147 достоверно 
уменьшилась (табл. 1, рис. 2).

обсуждение

Обнаруженный нами стимулирующий эффект агониста 
GPR81 рецепторов в отношении процессов митохон-
дриального биогенеза на фоне подавления экспрессии 
транспортеров лактата в клетках эндотелия церебраль-
ных микрососудов свидетельствует о том, что пребыва-
ние клеток эндотелия в условиях среды, насыщенной 
лактатом, приводит к снижению интенсивности транс-
порта лактата через ГЭБ с учетом того, что MCT1 обе-
спечивает как захват, так и высвобождение лактата из 
клеток, что определяется энергетическими потребностя-
ми клетки [14]. Другими регуляторными механизмами, 
контролирующими экспрессию MCT1 в клетках эндоте-
лия, являются сохранность микротрубочек цитоскелета, 
уровень внутриклеточного рН и цАМФ-зависимые ме-
ханизмы интернализации [15, 16]. Именно в отношении 
последнего из перечисленных механизмов проявляют 
свои эффекты активированные GPR81 рецепторы в тка-
ни головного мозга [12]. 

С другой стороны, CD147 контролирует экспрессию 
MCT1, выступая в качестве шаперона и обеспечивая функ-
циональную активность транспортера в мембране клеток 
эндотелия [17]. Существуют единичные наблюдения зна-
чимости экспрессии CD147 в клетках церебрального эн-
дотелия для поддержания структурно-функциональной 
целостности ГЭБ [18], а лиганд CD147 – циклофилин А – 
рассматривается в настоящее время в качестве одной из 
мишеней в экспериментальной фармакотерапии гипокси-
чески-ишемического повреждения головного мозга [19]. 

Интересно, что эффект стимуляции GPR81, проявляющий-
ся активацией митохондриального биогенеза, мы наблю-
дали только в условиях нормоксии, но не гипоксического 
состояния в клетках эндотелия. Известно, что йодоаце-
тат индуцирует так называемую «химическую гипоксию», 
связанную с подавлением гликолиза и соответствующим 
снижением продукции лактата в клетках [20]. Иными сло-
вами, в клетках эндотелия с нарушенной гликолитической 
продукцией лактата увеличения митохондриальной массы 
при стимуляции GPR81 не происходит. Логично предполо-
жить, что сохранность гликолиза и базальный уровень про-
дукции лактата необходимы для активности GPR81 и/или 
индукции экспрессии митохондриальной ДНК в клетках 
церебрального эндотелия.

Интенсификация митохондриального биогенеза в клет-
ках церебрального эндотелия при стимуляции лактатных 
рецепторов на фоне подавления экспрессии MCT1 может 
свидетельствовать о том, что пребывание эндотелиоцитов 
в богатом лактатом микроокружении является сигналом к 
подавлению собственного гликолиза и стимуляции мито-
хондриального дыхания. Такая метаболическая перестройка 
в клетках церебральных микрососудов, вероятно, актуальна 

pис. 2. Экспрессия монокарбоксилатных транспортеров MCt1 (зе-
леная метка, рис. а) и функционально сопряженного белка Cd147 
(зеленая метка, рис. в) в клетках церебрального эндотелия (фактор 
фон виллебранда, красная метка) крыс в контрольной группе (рис. i) 
и при действии агониста Gpr81 лактатных рецепторов (3-Cl-5oh-
Ba, 50 мкм, 24 часа, рис. ii) in vitro. увеличение ×90

fig. 2. Expression of monocarboxylate transporters MCt1 (green tag, 
fig. a) and functionally conjugated protein Cd147 (green tag, fig. B) in 
rat cerebral endothelial cells (von Willebrand factor, red tag) in the control 
group (fig. 1) and under the action of lactate receptor agonist Gpr81 
(3-Cl-5oh-Ba, 50 µm, 24 h, fig. 2) in vitro. Magnification 90×

tаблица 1. Экспрессия Gpr81, MCt1 и Cd147 в клетках эндотелия 
церебральных микрососудов крыс in vitro при инкубации с агонистом 
Gpr81 рецепторов лактата

Количество 
GPR81(+) Fw(+) 

клеток, %

Количество 
MCT1(+) Fw(+) 

клеток, %

Количество 
CD147(+) Fw(+) 

клеток, %

Контроль 32,9±3,9 81,0±1,6 57,4±3,3
3Cl-5OH-BA, 
50 мкМ, 24 час

40,0±4,0 40,7±4,4* 48,3±2,9*

примечание: * – уровень значимости между группами р<0,05; критерий χ2.
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До сих пор фармакологическая регуляция продукции, 
транспорта и рецепции лактата рассматривалась преиму-
щественно в контексте подавления опухолевой прогрес-
сии [22]. Вместе с тем в литературе появляются данные 
о возможном использовании монокарбоксилатных транс-
портеров MCT1 и рецепторов GPR81 в качестве мишеней 
для фармакотерапии нейродегенеративных заболеваний, 
ишемии головного мозга, эпилепсии [10, 12]. Получен-
ные нами данные расширяют спектр возможных приложе-
ний действия агонистов (и, потенциально, антагонистов) 
GPR81 для модуляции межклеточных взаимодействий в 
нейроваскулярной единице и контроля функциональной 
активности клеток эндотелия церебральных микрососудов.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
The authors declare that there is no conflict of interest.

Источник финансирования – грант Российского научного 
фонда (№ 14-25-00054).

при высоком уровне глутамат-индуцированной продукции 
и секреции лактата астроцитами в участках высокой нейро-
нальной активности или нейровоспаления. Известно, что 
аккумуляция лактата во внеклеточном пространстве запу-
скает механизм глиоваскулярного контроля, обеспечива-
ющего интенсивный кровоток в активных регионах мозга 
[21]. В таком случае длительная стимуляция GPR81 рецеп-
торов на эндотелиоцитах, входящих в состав ГЭБ, важна для 
ограничения альтернативного механизма доставки лактата 
из крови в ткань головного мозга. Происходящая при этом 
интенсификация митохондриального биогенеза естествен-
ным образом сопрягается с подавлением гликолиза в этих 
клетках, что в совокупности с описанным выше механизмом 
может ограничивать аккумуляцию лактата в периваскуляр-
ном пространстве. С учетом особенностей функционирова-
ния примененной в нашей работе модели, перспективным 
является изучение эффектов агониста GPR81 рецепторов 
в мультиклеточной модели ГЭБ in vitro с участием клеток 
астроглиальной и нейрональной природы.
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