
ВВЕДЕНИЕ 

Важным событием в исследованиях последних лет
стало открытие того, что нейроиммунная сигнализация
в центральной нервной системе (ЦНС) оказывает
влияние на сигнальные пути, связанные с системой
вознаграждения или системой внутреннего
подкрепления (англ. reward system) [1]. Прилежащее
ядро (nucleus accumbens, NAc) — вентральная
часть стриатума, являясь важной частью
мезолимбического пути, служит ключевым звеном
в системе внутреннего подкрепления [2-6].
NAc опосредует эффекты психостимулирующих
средств, в частности, этанола [3-6]. Растущее число
работ указывает на участие NAc в психических
расстройствах, таких как, депрессия, шизофрения,
нейродегенеративные расстройства (болезни
Альцгеймера и Паркинсона) [7-8], а данные
нейровизуализации свидетельствуют о снижении
объёма NAc у больных с алкоголизмом [9].

Всё больше фактов указывает на то, что длительное
употребление этанола способствует развитию
нейровоспалительного процесса в головном мозге,
что служит причиной увеличения уязвимости
к развитию алкогольной аддикции, однако
точные механизмы этого явления остаются

неизвестными [1, 10-14]. Немаловажную роль в этом
процессе принимают Toll-подобные рецепторы
(TLRs, Toll-like receptors), которые в головном
мозге экспрессируются как клетками глии,
так и нейронами. Выполненные за последние 20 лет
исследования показали участие TLR3, TLR4 и TLR7
в патогенезе алкоголизма, однако исследования
были в основном сосредоточены на изучении
префронтальной коры головного мозга и гиппокампа,
тогда как в других структурах мозга их роль
практически не изучена [10-14]. В связи с этим
представляется интересным изучить состояние
экспрессии ключевых геновTLR-сигналинга на модели
длительной алкоголизации в NAc головного мозга.

Следующая задача нашего эксперимента
заключалась в фармакологической коррекции
механизмов TLR-зависимой сигнализации в мозге
длительно алкоголизированных крыс. С этой целью
был использован антибиотик рифампицин (Rif),
который в последнее время рассматривается
как потенциальный препарат для минимизации
последствий нейровоспалительного процесса. Хотя
специфичная молекулярная мишень, ответственная
за данный эффект, не установлена, имеются сведения
о наличии у Rif противовоспалительных свойств,
которые опосредуются TLR4-сигнализацией [15-17]. 
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Прилежащее ядро (nucleus accumbens, NAc) — вентральная часть стриатума головного мозга, которая является
важной частью мезолимбического пути, участвующего в системе внутреннего подкрепления, опосредующей
формирование различных форм аддикции, в частности алкогольной аддикции. Данные нейровизуализации и
исследования in vitro свидетельствуют о развитии выраженного нейродегенеративного процесса в NAc
при длительном употреблении алкоголя, однако ключевые механизмы, опосредующие этот процесс, остаются
неизвестными. В последние годы внимание исследователей сосредоточено на изучении системы Toll-подобных
рецепторов (TLR), повышенная активность которых выявлена в коре и гиппокампе головного мозга при длительной
алкоголизации, однако существует необходимость в исследовании этой системы в других структурах мозга.
В данной работе показано, что длительная алкоголизация (2 месяца) умеренными ежедневными дозами
этанола (2 г/кг) способствует выраженному повышению экспрессии гена Tlr4 и его эндогенного лиганда Hmgb1
в NAc у крыс в период отмены алкоголя. Инъекции рифампицина (Rif; 100 мг/кг) снижали повышенный уровень
экспрессии Hmgb1, Tlr4, а также генов провоспалительных цитокинов (IL1β, IL6) в NAc у длительно
алкоголизированных крыс в период отмены алкоголя. При этом отмечено увеличение пониженного уровня
мРНК противовоспалительных цитокинов (IL10, IL11). 
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МЕТОДИКА

Животные

Работа выполнена на 25 крысах-самцах линии
Wistar (начальный возраст 2-3 месяца, масса тела
280±30 г), полученных из питомника лабораторных
животных “Рапполово” (Ленинградская область).
На протяжении всего эксперимента животные имели
неограниченный доступ к корму и воде.

Длительная алкоголизация

Для моделирования длительного употребления
алкоголя было выполнено внутрижелудочное введение
20% раствора этанола с помощью желудочного зонда
в течение 2 месяца (n=16, 2 г/кг этанола, ежедневно
с понедельника по пятницу, всего 40 введений).
Массу тела измеряли еженедельно для уточнения
вводимых количеств раствора этанола. Выбранная
дозировка этанола (2 г/кг) соответствует умеренным
дозам употребления алкоголя [18]. Животным
контрольной группы (n=9) с помощью желудочного
зонда вводили воду.

Введение рифампицина

После 2-месячного введения этанола была
произведена его отмена. В течение 7 суток после
отмены алкоголизации одной группе животных (n=8)
вводили рифампицин (100 мг/кг, внутрибрюшинно
(в/бр)), а другой (n=8) — физраствор в эквивалентном
количестве. В работе был использован коммерческий
препарат рифампицина (Рифампицин, лиофилизат
д/приг. концентрата д/приг. р-ра для инфузий 150 мг,
“Белмедпрепараты”, Беларусь). Животные контрольной
группы (n=9) получали в/бр инъекции физраствора. 

Забор биоматериала

По окончании эксперимента на 7 сутки отмены
алкоголизации крыс декапитировали и производили
забор NAc; границы структуры мозга были
определены в соответствии с атласом мозга крысы.
Образцы мозга немедленно замораживали и
хранили при температуре -80°C до проведения
этапа гомогенизации.

ПЦР в режиме реального времени

Выделение тотальной РНК выполняли реагентом
ExtractRNA (“Евроген”, Россия) в полном соответствии
с инструкцией производителя. Обработку проб
проводили ДНКазой (“Promega”,США).Концентрацию
полученной РНК измеряли на спектрофотометре
Implen NanoPhotometer P330 (“Implen”, Германия),
по отношению А260/А280 (в норме ≥1,8) оценивали
чистоту выделенного продукта. Синтез кДНК
проводили методом обратной транскрипции (ОТ)
в 20 мкл с использованием набора реактивов
MMLV RT kit (“Евроген”) в полном соответствии
с инструкцией производителя. Полимеразную цепную
реакцию (ПЦР) с детекцией в режиме реального
времени (Mx3005P, “Stratagene”, США) проводили
в 25 мкл реакционной смеси, содержащей SYBR Green
(“Biolabmix”, Россия), смесь специфических
прямых и обратных праймеров (таблица)
(“Beagle”, Россия), подобранных с использованием
программного обеспечения Primer-BLAST
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/).
Полученные данные нормировали к уровню
гена Gapdh и рассчитывали в относительных единицах
по отношению к содержанию мРНК изучаемого гена
методом 2ΔΔСq. 

Статистическая обработка данных

Для статистической обработки полученных
данных использовали программу Graph Pad Prizm v. 6.
Для сравнения групп использовали t-критерий
Стьюдента для независимых выборок. Различия
считали статистически значимыми при р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Состояние генов TLR-сигнальных каскадов реакций
во время отмены этанола в NAc у крыс

Воздействие этанола способствует повышению
уровня мРНК и белка некоторых подтипов TLR
(TLR3, TLR4, TL7) в коре и гиппокампе головного
мозга с последующим повышением уровня
ряда провоспалительных сигнальных молекул,
а применение антагонистов TLR-сигнальных каскадов

ВЛИЯНИЕ РИФАМПИЦИНА НА TLR В NAС В ПЕРИОД ОТМЕНЫ АЛКОГОЛЯ
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Таблица. Последовательность праймеров

Ген
Праймеры

Прямой (5′-3′) Обратный (5′-3′)
Tlr3 AACTGGAGAACCTCCAAGA CACCCTGGAGAAAACTCTTT
Tlr4 ACTCTGATCATGGCATTGTT GTCTCAATTTCACACCTGGA
Tlr7 TGAAAATGGTATTTCCAATGTG TAAGGGTAAGGTTGGTGGTA
Myd88 TCATTGAGAAAAGGTGTCGT AGTGCAGATAGTGATGAAC
Ticam (Trif) GCTCAGCTAGATGATGTGAT TGACAGTGCAGACCTGG
NfκB ATACTGCTTTGACTCACTCC AGGTATGGGCCATCTGTT
Irf3 AATTCCTCCCCTGGCTC CATGGGATCCTGAACTTTGT
Irf1 CGGAAGTTACCTTCTAGCTC CGGAAGTTACCTTCTAGCTC
Hmgb1 CTCTGATGCAGCTTATACGA AAAAGACTAGCTTCCCCTTG
Il1β TGTCTGACCCATGTGAGCTG TTTGGGATCCACACTCTCCAG
Ccl2 AAGATGATCCCAATGAGTCG TGGTGACAAATACTACAGCTT
Il10 CTGCAGGACTTTAAGGGTTA CCTTTGTCTTGGAGCTTATT
Il11 GGGACATGAACTGTGTTTGT GGTAGGTAGGGAGTCCAGAT
Il6 ACTTCACAAGTCGGAGGCTT AATTGCCATTGCACAACTCTTTTC
Gapdh GCCAGCCTCGTCTCATA GTGGGTAGAGTCATACTGGA
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реакций или нокаут по генам этих рецепторов
приводит к снижению уровня провоспалительных
факторов в мозге [12, 19-21]. Повышенный уровень
мРНК TLR3 был отмечен и в посмертных образцах
орбифронтальной коры головного мозга людей,
страдающих алкоголизмом [20]. Алкоголизация
мышей в течение 10 дней приводила к увеличению
уровня мРНК TLR3 в головном мозге мышей, а также
к увеличению уровня белка TLR3 в орбифронтальной
и энторинальной коре [20]. В работе на культурах
клеток было показано, что добавление этанола
вызывает активацию TLR3 и это способствовало
высвобождению IFNβ и IFNγ нейронами и
астроцитами, а блокирование гена TRAIL,
адаптерного белка к TLR3, приводило к снижению
уровней IFNβ и IFNγ как в астроцитах,
так и в нейронах [22]. В этой же работе совместное
действие этанола и агониста TLR3 показало
увеличение уровней мРНК TNF-α, IL-1β и IL-6,
а также увеличение уровней белков p38 и IRF3
в культурах клеток микроглии и нейронов [22].
Кроме того, есть данные, что изменения
в функционировании TLR3-сигнализации оказывает
влияние на уровень добровольного потребления
этанола в экспериментах на грызунах [23], что наводит
на предположение о взаимосвязи внутриклеточных
путей от TLR3 с нейромедиаторными путями.
При активации TLR3 специфическим агонистом
повышается экспрессия генов глутаматергической
системы: mGluR2 (metabotropic glutamate receptor 2),
mGluR3, Glt1 (glutamate transporter 1). При этом
увеличение мРНК каждого из этих генов
коррелировало с увеличением мРНК TLR3 [24].
Имеется лишь одно исследование, где изучалось
содержание мРНК TLR3 в NAc у крыс и было
отмечено небольшое повышение мРНК на 1 сутки
отмены этанола, тогда как на более поздних сроках
содержание мРНК не исследовалось [25]. В нашем
эксперименте мы не обнаружили изменений TLR3
на уровне мРНК на 10 сутки отмены длительной
алкоголизации в NAc у крыс (рис. 1). Исходя
из полученных данных, можем предположить,
что к 10 дню отмены уровень экспрессии данного гена
нормализуется в данной структуре головного мозга и
изменения его экспрессии в этой структуре носят
менее длительный характер.

При этом результаты нашего эксперимента
демонстрируют повышенное содержание мРНК TLR4
на 10 сутки отмены этанола (рис. 1). Ранее
исследователи показали, что употребление этанола
мышами в течение 2 недель приводило к активации
TLR4-зависимых провоспалительных сигнальных
каскадов в коре головного мозга, что выражалось
в активации MAP-киназ и NF-κB с последующим
синтезом и секрецией COX-2 (cyclooxygenase 2),
iNOS (inducible nitric oxide synthase),
HMGB1 (high-mobility group protein B1) [20, 26].
При этом наблюдалось развитие нейровоспалительного
процесса на фоне повышенной активности этих
провоспалительных факторов, что служило причиной
демиелинизации аксонов и приводило к структурным
синаптическим изменениям в результате повреждения
белков миелина и синаптических белков. Эти события

в последующем сказывались на ухудшении
когнитивных параметров в тестах распознавания
объектов, пассивного избегания и обонятельного
поведения у мышей [26]. Применение генетических
и фармакологических манипуляций (нокаут Tlr4
и применение антагонистов TLR4) показало,
что активность TLR4 не регулирует уровень
потребления этанола [27], однако нокдаун
гена Tlr4 ингибирует продукцию провоспалительных
медиаторов, блокируя активацию MAP-киназ и NF-κB
путей в астроцитах [28]. На нокаутных по гену Tlr4
мышах, было показано, что такие мыши защищены
от вызванного 5-месячным потреблением этанола
повышения уровня концентрации цитокинов и
хемокинов в мозге, тогда как в группе животных
дикого типа (в присутствии гена Tlr4) употребление
этанола приводило к увеличению концентрации
цитокинов (IL-1β, IL-17, TNF-α) и хемокинов
(CCL2, MIP-1α, CX3CL1) в крови и в стриатуме
мозга животных [13, 29].

Результаты нашего эксперимента показали,
что помимо повышенного уровня мРНК TLR4
отмечается также повышение уровня цитокина CCL2,
а также небольшое повышение цитокина IL1β (рис. 2).
Кроме того, было обнаружено пониженное содержание
мРНК противовоспалительных цитокинов IL10 и IL11
(рис. 2). Таким образом, полученные данные могут
свидетельствовать о развитии долговременного
провоспалительного состояния в NAc, вызванного
длительным употреблением этанола, и вполне
возможно, что TLR4-зависимые сигнальные
внутриклеточные пути здесь могут выполнять
ключевую роль.

Кроме того, мы выявили повышение уровня мРНК
Hmgb1 в NAc (рис. 3). Установлено, что белок Hmgb1
служит эндогенным агонистом TLR4 [19, 20].
Содержание белка повышается в головном мозге

Рисунок 1. Уровень мРНК TLRs в NAc
(* – p<0,05 по отношению к контролю).



при различных патологических состояниях, в том числе
и при алкоголизме [11-12, 14, 17, 20]. Предполагается,
что повышение его содержания может инициировать
TLR4-зависимую сигнализацию, запуская
нейровоспалительный процесс [11-12, 14, 17, 20].

Имеются наблюдения, что этанол вызывает
образование комплексов Hmgb1-miR-let-7
в микровезикулах, которые вызывают
развитие нейротоксического эффекта посредством

активации TLR7 [30]. В нашем эксперименте уровень
мРНК TLR7 к 10 дню отмены не имел достоверных
изменений относительно группы контроля (рис. 1).
Исходя из этого, можно предположить,
что повышенное содержание мРНК Hmgb1 в NAc
опосредует длительное повышение провоспалительных
TLR4-сигнальных каскадов реакций, но не оказывает
существенного влияние на TLR7-сигнализацию
по причине отсутствия выраженного повышения
экспрессии гена Tlr7 в период отмены алкоголя.
Отметим, что содержание мРНК TLR7 в NAc
при отмене длительной алкоголизации нами было
оценено впервые и сравнивать полученные
данные с аналогичными работами исследователей
не представляется возможным. 

Ранее нами было показано, что длительная
алкоголизация (1 месяц) изменяет также содержание
мРНК Hmgb1 в стриатуме и амигдале мозга крыс,
что свидетельствует, по всей видимости, о наличии
механизмов, регулирующих местную экспрессию
гена Hmgb1 в различных структурах головного мозга
при длительной алкоголизации и отмене этанола [14].

Для понимания того, какой вклад вносят
адаптерные белки Myd88 и Trif (он же Ticam)
в проведение внутриклеточного TLR4-зависимого
сигналинга, нами было оценено относительное
содержание уровня их мРНК. Myd88 и Trif,
как известно, передают сигнал от TLR4 на каскад
внутриклеточных киназ, запуская активацию
транскрипционных факторов, ответственных
за регуляцию провоспалительных генов [12-13, 20-21].
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Рисунок 2. Содержание мРНК цитокинов в NAc (* – p<0,05 по отношению к контролю).

Рисунок 3. Уровень мРНК Hmgb1 в NAc
(* – p<0,05 по отношению к контролю).



Мы не обнаружили достоверных изменений
в содержании мРНК Myd88 и Trif (рис. 4).
Кроме того, нами не было обнаружено достоверных
изменений в содержании мРНК транскрипционных
факторов Nf-κB, IRF3 и IRF1 (рис. 5).

Содержание мРНК адаптерных белков изучалось
ранее в NAc мозга крыс в момент длительной
алкоголизации и при отмене на 1 сутки,
и исследователи также не обнаружили изменений
в содержаниях мРНК Myd88 и Trif [25]. Таким
образом, экспрессия этих генов не изменяется
в данной структуре мозга, что не исключает
возможности усиления скорости передачи
сигналов на провоспалительные гены посредством
имеющегося конститутивного содержания белков
транскрипционных факторов. Возможно, для этого
достаточно лишь повышенной экспрессии TLR4,

который инициирует сигнальный каскад реакций
при поступлении этанола в организм. Кроме того,
существует необходимость в поиске возможных
неизвестных новых путей проведения сигнала от TLR.
Нельзя исключить, что TLR4 может опосредованно
модулировать работу нейромедиаторных и
нейропептидных систем, регулируя уровень
потребления этанола, а также и другие процессы
высшей нервной деятельности [31-35].

Влияние рифампицина на состояние генов 
TLR-сигнальных каскадов реакций во время 
отмены этанола в NAc у крыс

Рифампицин (Rif) — антибиотик широкого
спектра действия из группы ансамицинов, который
используется при лечении туберкулёза, а также других
инфекций: стафилококковой, менингококковой,
лепры [36, 37]. Rif может находиться как в связанной
форме — с белками плазмы крови, так и в несвязанной,
и в этом случае облегчается его прохождение
через барьеры организма, в том числе и через
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) [36, 37].
Способность Rif к проникновению через ГЭБ
представляет интерес для его применения с целью
фармакологической коррекции патологических
процессов головного мозга. Эпидемиологические
исследования показали, что у пациентов
с лепрой, получавших Rif, была замечена более
низкая заболеваемость нейродегенеративными
патологиями [17]. На различных моделях
нейровоспаления экспериментально показано,
что Rif способен снижать уровень провоспалительных
цитокинов, содержание β-амилоида в модели
болезни Альцгеймера, α-синуклеина в модели
болезни Паркинсона. На модели демиелинизации
мозолистого тела было показано, что при введении
мышам Rif (40 мг/кг) регистрируется снижение
экспрессии Bax и повышение экспрессии Bcl2, а также
снижение активности каспазы-3 и каспазы-12 [38],
что свидетельствует о снижении апоптотической
активности, а предварительное введение
рифампицина (20 мг/кг) подавляло индуцированную
литий-пилокарпином нейродегенерацию гиппокампа,
снижая уровень цитохрома с в гиппокампе [39].
Есть исследования, показывающее улучшение
процесса аутофагии у мышей в гиппокампе
при воздействии Rif (30 мг/кг) [40]. Этих сведений
достаточно, чтобы заключить, что Rif обладает
нейропротекторными свойствами, однако точный
механизм действия остаётся неизвестным.
В одном из исследований, выполненном на культуре
микроглиальных клеток, имеются сведения
о конкуренции Rif и липополисахарида за связывание
с белком MD2. Белок MD2 необходим для связывания
лиганда TLR4 с последующим проведением сигнала.
Rif, связываясь с данным белком, способствовал
угнетению сигналинга LPS-CD14-MD2-TLR4-NF-κB
в эксперименте, и, как следствие, отмечалось снижение
активации NF-κB и содержания провоспалительных
факторов (NO, IL-1β, TNF-α). Таким образом, Rif,
конкурентно связываясь с MD2, может блокировать
TLR4-зависимую сигнализацию [15].
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Рисунок 5. Уровень мРНК транскрипционных
факторов в NAc.

Рисунок 4. Уровень мРНК адаптерных белков в NAc.



В нашем исследовании Rif (100 мг/кг) не оказал
влияния на содержание мРНК TLR3 и TLR7,
тогда как содержание TLR4 было снижено до уровня
контрольных значений на 10 сутки отмены алкоголя
(рис. 1). Уровень мРНК Hmgb1 под действием
препарата вернулся к исходному (рис. 2).
Оценив содержание мРНК провоспалительных
цитокинов, мы обнаружили снижение мРНК
провоспалительных цитокинов IL-1β и IL-6
в NAc мозга крыс, при этом интересным наблюдением
для нас оказалось повышение содержания
мРНК противовоспалительных цитокинов IL-10 и IL-11
под действием инъекций Rif (100 мг/кг). Полученные
нами данные свидетельствуют о возможной коррекции
рифампицином нейровоспалительных состояний,
однако механизм его действия, возможно, имеет
более сложных характер, связанный не только
с конкуренцией Rif с лигандами TLR4 за связывание
с белком MD2 (рис. 6).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Длительная алкоголизация (2 месяца) умеренными
дозами этанола (2 г/кг) оказывает влияние
на экспрессию генов врождённого иммунитета в NAc
в период отмены алкоголя. На 10 сутки отмены
этанола отмечено повышенное содержание
мРНК TLR4 и Hmgb1, уровень провоспалительных
цитокинов (IL-1β, IL-6) не имел достоверных
изменений, что связано, скорее всего, с нормализацией
экспрессии этих генов к 10 дню отмены алкоголя.
При этом на 10 сутки отмены алкоголя отмечается

пониженный уровень мРНК IL-10 и IL-11.
Данные цитокины чаще всего проявляют
противовоспалительные свойства в ЦНС,
и полученные наблюдения на уровне мРНК могут
указывать на то, что длительная алкоголизация
способна вносить долгосрочные патологические
изменения в систему нейропротекторных и
противовоспалительных ответов. В дальнейшем
было бы интересным оценить состояние
этих систем по содержанию белков, а также
по клеточной локализации этих белков в NAc.
Инъекции Rif (100 мг/кг) снижали повышенный
уровень мРНК Tlr4 и Hmgb1, а также генов
провоспалительных цитокинов (IL1β, IL6) в NAc
у длительно алкоголизированных крыс в период
отмены алкоголя; при этом введение препарата
повышало уровень мРНК IL-10 и IL-11. Полученные
данные свидетельствуют о способности Rif
корректировать механизмы в работе генов системы
воспаления в NAc мозга крыс, вызванные длительной
алкоголизацией с последующей отменой этанола. 
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Рисунок 6. Предполагаемые пути действия Rif в эксперименте.
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Nucleus accumbens (NAc) is the ventral part of the striatum of the brain; it is an important part of the mesolimbic
pathway involved in the reward system that mediates the formation of various forms of addiction, in particular alcohol
addiction. Neuroimaging data and in vitro studies indicate the development of a pronounced neurodegenerative process
in the NAc, with long-term alcohol use, but the key mechanisms mediating this process remain unknown. In recent
years, the attention of researchers has been focused on studying the system of Toll-like receptors (TLRs), the increased
activity of which is clearly shown in the cerebral cortex and hippocampus during prolonged alcohol exposure, but there
is a need to study the role of this system in other brain structures. In this study, we have shown that prolonged alcohol
exposure (2 months) with moderate doses of ethanol (2 g/kg) promotes a pronounced increase in the expression
of the Tlr4 gene and its endogenous ligand Hmgb1 in NAc during the period of alcohol withdrawal in rats. Injections
of rifampicin (100 mg/kg) reduced the elevated expression level of Hmgb1, Tlr4, as well as pro-inflammatory cytokine
genes (IL1β, IL6), while the administration of the drug increased the reduced level of mRNA of anti-inflammatory
cytokines (IL10, IL11).
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