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Целью настоящей работы явилось иммуиохпмическое изучение процессов ау- 
тоантителообразования к нейроспецифнческим белкам, а также анализ морфологи
ческих изменений в ткани мозга крыс, возникающих вследствие аутоантительной 
агрессии. Иммунизация крыс препаратами аз-гликопротеина и глиофнбриллярного 
антигена приводила к появлению в сыворотке крови антител к данным препаратам 
в концентрации от 51,2 до 115,2 иг/.мл. Нами проводилось морфологическое изуче
ние ткани мозга крыс после экспериментального прорыва ГЭБ, вызванного введе
нием нейролептика, что приводило к элиминации антител через поврежденный ГЭБ. 
Показано развитие в ткани мозга неспсцифнческнх острофазовых реакций по типу 
огека или воспаления.

Образование аутоантител к целому ряду нейроспецифическнх 
белков (НСБ) показано как в клинике [1—4], так и в эксперимен
те [5, 6]. В то же время остается неясным вопрос, могут аутоанти
тела к НСБ проникать через поврежденный ГЭБ в направлении 
кровь—мозг.

Целью настоящей работы явилось иммуиохпмическое изучение 
процессов аутоантителообразования к НСБ, а также анализ морфо
логических изменений в ткани мозга крыс, возникающих вследствие 
аутоантительной агрессии.

Материалы и методы
Иммунохимическому и морфологическому анализу подвергали 

сыворотку крови и ткань мозга 25 белых беспородных крыс массой 
200± 10 г, которым подкожно и внутрибрюшинно вводили поеп-’паты аг- 
гликопротеина (аз-ГП) и глиофнбриллярного антигена (GFAP), полу
ченные из мозга крыс по методам, описанным ранее [1, 7]. Препара
ты вводили в дозе 65 мкг на 1 кг веса но следующей схеме: 1 мл пре
парата НСБ. содержащего ао-ГП и GFAP в концентрации по 5 мкг/мл, 
смешивали с равным объемом полного адъюванта Фрейнда («Sigma». 
СПА) и вводили каждому из 20 подопытных животных подкожно в 
зону лимфатических узлов брюшной цепочки.

Через 7 дней 1 мл препарата НСБ, содержащего 2 мкг аз-ГП и 
GFAP, вводили внутрибрюшинно каждому из 20 подопытных живот
ных.

3 и 4 инъекции проводили с интервалом 7 суток внутрибрюшин
но препаратом НСБ, содержащим по 3 мкг аз-ГП и GFAP.

6—708



К нН' чпрапнк: :п.;иге.ч к НСБ опрел՛,ля. а иммупоформситг; :.։ ус
талом, как описано ранее [7]. Регистрацию результатов иммунофер- 
ментного анализа проводили на многоканальном фотометре 'I iterteck 
Multiskaii („Flow Lab >го1огчеъ", Англиь).

Прорыв ГЭБ осуществляли внутрибрюшинной инъекцией галопе
ридола („Gedeon Richter0, Венгрия) в дозе 50 мг на 1 кг веса жи
вотного. Крыс декапитировали через сутки после инъекции галопе
ридола, мозг фиксировали в жидкости Карнуа и заливали в пара
фин. Срезы окрашивали по Лиселю и изучали при помощи световой 
микроскопии.

Для изучения распределения [,25J] меченных антител к аг-ГП и 
GFAP белым беспородным крысам (массой 220±10 г) внутрисер
дечно вводили по 0,125 мг препаратов антител к аг-ГП и GFAP, по
лученных способом, описанным ранее [7], с удельно։"։ радиоактивно
стью 0,008 мкКи/мкг. Декапитировали через 24, 72, 144 и 216 ч пос
ле инъекции; паренхиматозные органы (мозг, печень, селезенку, лег
кое, почки, сердце) массой 1 г, а также кровь подвергали сканиро
ванию на у-счетчике Сотри Gamma (LKB, Швеция/

Результаты и обсуждение

Разработанные в процессе эксперимента иммуноферментные сис
темы определения антител ՛ к as-ГП и GFAP позволили выявлять их 
я биологических жидкостях в интервале концентраций соответствен
но от 0,9 до 115,2 и от 0,8 до 102,4 нг/мл. Оптимальная работа сис
тем достигалась при использовании для активации полистироловых 
р.ч.чт «-coTBCTCTiici н ՛ 0.0015 и 0,0040% растворов ։>итит •՛ к '-FAP и 
az-ГП и в качестве промежуточных антигенов 0.0003 и 0,0004% раст
воров этих антигенов, оптимальное разведение конъюгата антител ос
ла к иммуноглобулинам кролика с пероксидазой («Sigma», США) 
составило 1:1500. На рис. 1 приведена кривая зависимости концен
трат։ антител к аг-ГП и GFAP от оптической плотности при 450 нм.

Рис. 1. Калибровочные кривые 
иммуиоферментното определения 

антител к глиофибриллярному ан
тигену и а։-гликопротеину
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построенная на основании результатов 30 экспериментов. Статисти
ческий анализ среднего кааапатичного отклонения точек не превыша
ет соответственно 0,9 и 1.1%, что позволяет судить о надежности и 
хорошей воспроизводимости разработанных систем, который были 
использованы для иммуно.хи.мичсского анализа уровня антител в сы
воротке крови крыс.

Иммунизация препаратами «о-ГП и GFAP приводила к появлению 
в сыворотке крови кпыс антител к данным препаратам в конпентпачии 
от 51,2 до 115, 2 пг/мл Таким обп-гюм. ппиннппналыгщ возможности 
образования аутоантител к НСБ в процессе прорыва ГЭБ в направ
лении мозг—кровь не вызывает сомнений.

При анализе клинического состояния животных опытной и кон
трольной групп с экспериментально нарушенным ГЭБ выявляются 
выраженные различия в статусе животных. 3 из 25 крыс, в сыворотке 
крови которых присутствовали антитела к НСБ. погибли в первые 5 
мин после инъекции галоперидола при явлениях нарушения дыхания 
по центральному типу. У остальных животных данной группы в тече
ние длительного времени (до 24 ч) сохранялись судорожный синд
ром. акипетпко-рпгидкый синдром, нарушение поведенческих реак
ций, отмечались явления вегето-сосудистой недостаточности (тахи
кардия. акрцпаноз). X контрольных •жиаотчых няблипялаеь нейро
лептическая симптоматика, которая полностью исчезала к 6 ч после 
инъекции.

Учитывая тот факт, что в литературе имеются неоднородные дан
ные о морфологических изменениях, возникающих при аутоантитель
ной агрессии в мозг [8, 9], проводили морфологическое изучение тка
ни мозга крыс после экспериментального прорыва ГЭБ. вызванного 
введением нейролептика, что приводило к элиминации антител че
рез поврежденный ГЭБ. При морфологическом исследовании ткани 
мозга крыс, полученного декапитацией через 24 ч после инъекции га
лоперидола. отчетливо выявляются очаговая пролиферация клеток 
нейроглии, прежде всего глиальных нейрофагов, перикапиллярный 
отек, ••.•’бухание астроцитов, пролиферация олнголендрогли'щптпг, с 
образованием их отечных форм. Нейроны просветлены, наблюдаются 
периферический хроматолиз, появление светлых вакуолей, признаков 
дистрофин в их цитоплазме. Здесь же следует отметить, что в препа
ратах из ткани мозга крыс контрольной группы, несмотря на прорыв 
ГЭБ. вышеуказанные изменения не отмечались (рис. 2).

Так как до сих пор в литературе нет однозначных доказательств, 
свидетельствующих о попадании в ткань мозга через поврежденный 
ГЭБ аутоантител к НСБ. нами проводилось радноиммунологическое 
изучение распределения [|5511 меченных антител к аг-ГП и GFAP в 
организме животных с нарушенной резистентностью ГЭБ. С этой це
лью подопытной группе животных (40 белых беспородных крыс) вво
дили галоперидол (как описано выше), что вызывало нарушение ре
зистентности ГЭБ. Внутрисердечно вводили по 0.125 мг препарата 
[12SI] меченных антител к GFAP и п;-ГП с удельной радиоактивно
стью 0.008 мкКи/мкг. Контрольным группам животных (каждая по 
20 крыс) вводили эквивалентное количество меченых антител к аг-ГМ 
и аг-ГМ, а также препарат Г,ЙЧ • Эксперимент полне.етыо повторяли 
на животных с ненарушенной проницаемостью ГЭБ. Крыс забивали 
спустя 24, 72, 144 и 216 ч после инъекции соответствующих препара
тов и скенироли участки паренхиматозных органов на у-счетчике 
Сотри Gamma (LKB, Швеция). Для скенирования брали по 1 г сле
дующих органов: мозг, печень, почки, легкое, селезенка, сердце, а 
также кровь. Результаты распределения метки в опытных и контроль
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ных образцах приведены в табл. 1, рис. 3, из которых видно, что при 
полноценном ГЭБ аутоантитела в ткань мозга не проникают, а имею
щаяся радиоактивность 0,0013 .мкКи обусловлена, на наш взгляд, ра
диоактивностью крови в сосудах головного мозга. В~эксперименте на 
животных с пораженным ГЭБ антитела к СВАР и аг-ГП накаплива
ются в мозгу, причем количественное содержание метки в 1 г ткани

Рис. 2. Микроскопическая картина ткани мозга крыс с экс
периментально вызванной аутоантительной агрессией к ней- 
роспецифнческим белкам: а—отек и инфильтрация мягких 
мозговых оболочек (Х250); б—расширение сосуда и рез
ко выраженный периваскулярный отек (Х300); в—дистро
фические изменения нейронов, появление клеток-теней, вы
раженный перицеллюлярный отек (Х250); г—глиальная ре
акция вокруг сосуда, появление темных нейронов (Х350).

Окраска по Нисслю

мозга превышало, как минимум, на 60% се концентрацию в других 
исследуемых органах. Изучение локализационного индекса в тканях 
показало, что максимум его значения приходится на 3-и сутки от мо
мента инъекции. Напротив, введение меченых антител к щ-ГМ и 
аг-ГМ, не специфичных для мо ла крысы, не характеризуется накопле-. 
пнем их в ткани, а локализационный индекс в этом случае не превы
шает 1.

Обсуждая полученные результаты, можно сделать вывод о том, 
что прорыв аутоантител к НСБ через поврежденный ГЭБ в мозг со-
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Рис. 3, Графическое изображение локализа
ционных индексов для меченных [1251] антител 
к нейроспецифическвм белкам в различные сро
ки после инъекции животным с эксперимен
тально нарушенной барьерной функцией ГЭБ. 
По оси абсцисс—время после инъекции (в сут
ках), но осн ординат—локализационный индекс 
(в отп. ед.). Цифрами указано графическое 
изображение локализационного индекса при 
инъекции антител к глиофибриллярному ан
тигену и а-г-гликопротеину для ткани печени 
(1). к аг и аг-гликонротеину для ткани пече
ни (2), к глиофибриллярному антигену и а^- 
гликопротеину для ткани почек (3), к сц-про- 
теину и «2-глнкопротсину для ткани почек (4), 
к глиофибриллярному антигену и ^-гликопро
теину для ткани мозга (5), к а,- и аг-глико- 

нротсину для ткани мозга (6)

Таблица
Процентное распределение [|М1] меченных антител к GFAP 

и I֊.. )|| i:a tpelbli сутки после inie.ieiiiin препаратов

Органы 
(1г)

Меченные ["*>) н.сла, пн леп
ные животным с нарушенной рези

стентностью Г.415
.Меченные |135)] антитела, введен

ные интактным крысам

Мозг 
Сердце 
Легкое 
Печень 
Почки 
Селезенка 
Кровь

0.630+0.1:40 
0,025+0,0!)3 
0,013+0,003 
0.110+0,008 
0.038+0.004 
0,040+0,004 
0,120+0.020

0,021+0,003 
0,028+0,002 
0,012+0,002 
0,080+0.009 
0,022+0,004 
0,018+0,003 
0,800+0,040

Примечание. Расчет вели от общего количества вводимой метки.
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провождается развитием в ткани неспецифических-острофазовых ре
акций по типу отека или воспаления, при этом в данных процессах 
нарушение функций ГЭБ является, по-впдимому, вторичной реакци
ей—следствием выраженных метаболических нарушений в клетках 
мозга и эндотел ионитах. Причина этих нарушении, вероятно, кроется 
в суммарном воздействии на них таких факторов как гипоксия, ише
мия, влияние токсических продуктов метаболизма клеток организма, 
активированных компонентов калскреин-кининовой системы и т. д. 
Нарушение резистентности ГЭБ приводит к элиминации в кровь ИСБ, 
обладающих высокой антигенностью. В ответ на их проникновение в 
кровь иммунная система организма, не имеющая толерантности к 
ним, реагирует выработкой антител. Аутоантитела, в свою очередь, 
могут проникать в мозг через поврежденный ГЭБ, блокируя функ-% 
ции специфических белков и нарушая нормальный метаболизм кле
ток-мишеней, что само по себе может приводить к активации комп
лекса процессов, вызывающих первичное нарушение проницаемости 
ГЭБ.
IMMUNOCHEMICAL STUDY OF MECHANISMS OF AUTOIMMUNE 

AGGRESSION OF ANTIBODIES TOWARDS NEUROSPECIFIC 
PROTEINS IN RATS WITH EXPERIMENTAL RUPTURE OF THE 

BLOOD-BRAIN BARRIER
CHEKHONIN V. P., L1DZHIEVA R. Ts.. KOROTEEVA E. A., RYABUKHIN I. A., 

LEBEDEV A. C., BURKINA A. YU.. BElYaEVA N. YU.
Scrbskli Institute of Forensic Psychiatry, Moscow
N. J. Pirogov .Moscow Second Medical Institute

In this paper we have attempted to perform an immunochemical 
study of anttoody formation against neurospecific proteins and to analyze 
morphological changes in rat brain due to the attack by autoantibodies. 
Immunization of rats with cis-glycoproteins and glial fibrillar acidic pro
tein resulted in the appearance in antiserum ot antibodies against these 
molecular species in concentrations varying from 51.2 to 115.2 ng/ml. We 
examined brain tissue morphologically after experimental rupture of 
blood-brain barrier induced by a neuroleptic; this resulted in depletion of 
antibodies occurring through the damaged blood-brain barrier. We have 
demonstrated the development of non-specific acute phase reactions re
sembling oedema or inflammation of brain tissue.
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