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Представлен обзор современных данных литературы о значении сигнального пути Notch в механизмах
развития заболеваний респираторной системы – хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ),
бронхиальной астмы (БА) и рака легкого. В исследованиях образцов тканей легких больных с ХОБЛ и тка-
ней легких мышей установлено, что активация сигнального пути Notch способствует метаплазии и повы-
шению функциональной активности бокаловидных клеток, защищает эпителиальные клетки от апоптоза
и окислительного стресса. Подавление пути Notch–Jagged1/Jagged2 ассоциировано с трансдифференци-
ровкой булавовидных клеток в ресничатые. У больных БА сигнальный путь Notch способствует диффе-
ренцировке Тh2-лимфоцитов. В модели бронхиальной астмы, индуцированной овальбумином, каскад
Notch увеличивает дисбаланс популяций лимфоцитов Th17/Treg, продукцию IL-4, IL-5, IL-13, IL-17, об-
разование аллерген-специфических IgE, эозинофильную инфильтрацию и метаплазию бокаловидных
клеток эпителия дыхательных путей. Снижение концентрации IgE, цитокинов типа Th2 (IL-4, IL-5, IL-13),
увеличение числа Treg-клеток и уровня TGFβ в бронхоальвеолярном лаваже у мышей с астмой, опосредо-
ванное введением дендритных клеток, экспрессирующих лиганды DLL1 и Jagged1, свидетельствует о про-
тективной роли сигнального пути Notch. На образцах опухолевой ткани и линии клеток немелкоклеточ-
ного рака легкого установлено, что увеличение экспрессии мРНК Notch-1 и Notch-3 связано с повышени-
ем пролиферативной активности, злокачественной трансформацией клеток, высоким риском
метастазирования в лимфатические узлы и неблагоприятным прогнозом заболевания. В образцах опухо-
левой ткани мелкоклеточного рака легкого регистрируется повышение экспрессии гена ингибитора пере-
дачи сигналов Notch – лиганда DLK1, гена фактора транскрипции Ascl1 и лизин-специфической гистон-
деметилазы 1 (LSD1). Подавление активности LSD1 сопровождается реактивацией передачи сигналов че-
рез Notch-1-рецептор и последующим угнетением фактора транскрипции Ascl1, индуцирующего
начальные стадии опухолевой трансформации.

Ключевые слова: Notch, хроническая обструктивная болезнь легких, бронхиальная астма, рак легкого
DOI: 10.31857/S0041377123010091, EDN: GLDCGD

Сигнальный путь Notch играет фундаментальную
роль в определении судьбы клеток во многих тканях.
Уникальность пути Notch определяется юкстакрин-
ным механизмом передачи сигнала и плейотропны-
ми эффектами в отношении регуляции дифференци-
ровки, пролиферации клеток и апоптоза (Hua et al.,
2019; Huang et al., 2019a; Lin et al., 2019; Katoh, Katoh,
2020; Kiyokawa, Morimoto, 2020; Yu, Li, 2022). Меха-
низмы активации сигнального пути Notch в физио-
логических условиях достаточно хорошо изучены.

Существует четыре типа рецепторов Notch
(Notch 1–4) и пять лигандов (Jagged-1, -2 и дельта-
подобные лиганды (DLL) -1, -3 и -4) (Hua et al., 2019;
Huang et al., 2019a; Lin et al., 2019; Katoh, Katoh, 2020;
Kiyokawa, Morimoto, 2020; Zhou et al., 2022). Рецеп-
торы Notch состоят из внеклеточного (Notch Extra-
cellular Domain, NECD), трансмембранного (Notch
Trans Membrane Domain, NTMD) и внутриклеточно-
го (Notch Intracellular Domain, NICD) доменов
(Huang et al., 2019a; Zhou et al., 2022). Согласно кано-
ническому пути активации, лиганд-рецепторный
комплекс подвергается эндоцитозу и последователь-
ному протеолитическому отщеплению NECD (при
участии металлопротеиназы ADAM) и NICD (под

Принятые сокращения: ХОБЛ – хроническая обструктивная
болезнь легких; МКРЛ и НМКРЛ – соответственно мелкокле-
точный и немелкоклеточный рак легкого; Th-лимфоциты –
Т-лимфоциты-хелперы; Treg – Т-регуляторные клетки.
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действием γ-секретазы). Внутриклеточный домен
NICD перемещается в ядро, связывается с фактором
транскрипции RBPJk/CSL и семейством кофакто-
ров MAML1–3 с образованием комплекса, активи-
рующего экспрессию целевых генов-мишеней –
CCND1 (кодирует циклин D1), CDKN1A (кодирует
ингибитор киназ белок Р21), протоонкогенов BMI1
и 1MYC, генов гликопротеина CD44 и факторов
транскрипции HES1, HEY1, REST и TCF7 (Huang
et al., 2019a; Katoh, Katoh, 2020; Kiyokawa, Morimoto,
2020; Zhou et al., 2022). В отсутствие NICD фактор
транскрипции CSL связывается с корегуляторными
белками и ингибирует транскрипцию генов-мише-
ней (Zhou et al., 2022).

Сигнальный путь Notch функционирует в про-
цессе развития легких и восстановления поврежде-
ний (Zhou et al., 2022). В эмбриогенезе он контроли-
рует баланс между базальными, реснитчатыми, ней-
роэндокринными и секреторными клетками в
эпителии верхних отделов дыхательных путей. В
постнатальном периоде ограничивает дифференци-
ровку реснитчатых и способствует образованию сек-
реторных клеток. В зрелом легком регулирует судьбу
клеток, обновление базальных клеток и стимулирует
дифференцировку стволовых клеток в слизистые
(Sosa Iglesias et al., 2018). Ингибирование передачи
сигналов Notch или дефицит транскрипционного
фактора RBPJk/CSL сопровождается нарушением
дифференцировки эпителиальных клеток прокси-
мальных отделов дыхательных путей, подавляет сек-
реторную функцию булавовидных клеток, ограни-
чивает избыточную пролиферацию реснитчатых и
нейроэндокринных клеток (Zhou et al., 2022). Нару-
шения функционирования сигнального пути Notch
играют ключевую роль в патогенезе различных забо-
леваний легких – фиброза, рака легких, легочной
артериальной гипертензии, хронической обструк-
тивной болезни, бронхиальной астмы (Lin et al.,
2019; Kiyokawa, Morimoto, 2020; Yu, Li, 2022).

РОЛЬ NOTCH В ПАТОГЕНЕЗЕ ХРОНИЧЕСКОЙ 
ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНИ ЛЕГКИХ

Хроническая обструктивная болезнь легких
(ХОБЛ) характеризуется прогрессирующим воспа-
лительным процессом в бронхах с гиперплазией бо-
каловидных клеток и подслизистых желез, гипер-
секрецией слизи, развитием эмфиземы легких, фиб-
розом и ограничением выдоха (Bagdonas et al., 2015;
Wang et al., 2018; Agustí et al., 2020). Основной макро-
молекулярный компонент секрета бокаловидных
клеток – гелеобразующий муцин 5АС, обеспечива-
ющий мукоцилиарный клиренс и местную защиту
дыхательных путей (Ostedgaard et al., 2017; Ma et al.,
2018; Whitsett, 2018). Нарушение дифференцировки
базальных клеток респираторного эпителия в бока-
ловидные, их метаплазия и избыточная функцио-
нальная активность приводят к обструкции дыха-
тельных путей (Whitsett, 2018). Сигнальный путь

Notch имеет ключевое значение в регуляции диффе-
ренцировки и секреторной функции бокаловидных
клеток. Установлено, что добавление лиганда Notch
к эксплантированным легким эмбрионов мышей со-
провождается увеличением числа клеток, секрети-
рующих муцин 5AC, а в присутствии ингибитора γ-
секретазы – их уменьшением (Ostedgaard et al., 2017;
Ma et al., 2018).

Методами иммуногистохимического и иммуно-
флуоресцентного анализа серийных срезов образцов
тканей легких курящих пациентов с ХОБЛ и тканей
легких мышей Hoxa5−/− (с мутацией гена Hoxa5), ко-
дирующего дифференцировку эпителиальных кле-
ток, продемонстрировано значительное увеличение
экспрессии генов белков пути Notch – N1ICD и
HEY2 в местах метаплазии бокаловидных клеток
эпителия дыхательных путей (Boucherat et al., 2012).
Введение ингибитора γ-секретазы ослабляет мета-
плазию бокаловидных клеток у мышей Hoxa5−/−

(Tsao et al., 2011). Напротив, снижение уровня экс-
прессии рецептора Notch-3, его лиганда DLL1 и
мРНК-регулируемых белков HES5 и HEY1/2 эпите-
лиальными клетками бронхов указывает на подавле-
ние передачи сигналов Notch у курящих пациентов с
ХОБЛ (Kiyokawa, Morimoto, 2020).

Существенную роль в нормальном функциони-
ровании эпителия дистальных воздухоносных путей
играет полифункциональная популяция булавовид-
ных клеток. Они продуцируют компоненты сурфак-
танта, вырабатывают гликопротеины и ферменты,
принимающие участие в инактивации поступающих
с воздухом токсинов, служат источником для попол-
нения собственной популяции и популяции реснит-
чатых клеток (Целуйко и др., 2014). Установлено, что
индуцированная экспрессия белка пути Notch
N1ICD в эпителиальных клетках легких способству-
ет метаплазии слизистой и уменьшению числа рес-
нитчатых клеток. Напротив, подавление передачи
сигналов Notch−Jagged1 или Notch−Jagged2 сопро-
вождается трансдифференцировкой булавовидных
клеток в реснитчатые клетки (Kared et al., 2006;
Morimoto et al., 2010). Таким образом, Notch может
стать потенциальной мишенью регуляции функцио-
нальной активности и дифференцировки секретор-
ных и ресничатых клеток дыхательных путей при
ХОБЛ.

Ведущую роль в патогенезе ХОБЛ играют воспа-
ление, окислительный стресс и апоптоз клеток, ин-
дуцируемые в том числе сигаретным дымом. Уста-
новлено, что сигнальный путь, опосредованный
Notch-1, защищает эпителиальные клетки от апоптоза
(Luo et al., 2020). Так, в экспериментах на эмбрионах
мышей с нокаутом гена рецептора Notch-1 регистри-
ровали повышение опосредованного каспазой-3 апо-
птоза эндотелиальных клеток (Limbourg et al., 2005).
Высокий уровень экспрессии Notch-1, напротив, за-
щищал клетки от NF-κB-индуцированной апопто-
тической гибели (Qin et al., 2011).
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В модели ХОБЛ in vitro, представленной микросо-
судистыми эндотелиальными клетками легких чело-
века (Human Pulmonary Microvascular Endothelial
Cells, HPMEC), обработанными 2.5%-ным экстрак-
том сигаретного дыма в течение 24 ч, продемонстри-
рована более низкая экспрессия рецептора Notch-1
и белков HES1 и HEY2. Корреляция высокого уров-
ня экспрессии клетками HPMEC рецептора Notch-1
с устранением эффектов, индуцированных экстрак-
том сигаретного дыма, свидетельствует о значитель-
ной роли этого рецептора в регуляции апоптоза, вос-
паления и окислительного стресса (Luo et al., 2020).

Окислительный стресс способен инициировать
механизм гибели клеток как по внешнему, так и по
внутреннему пути (Sinha et al., 2013). В эксперименте
на культуре первичных эндотелиальных клеток пу-
почной вены человека установлено, что подавление
сигнального каскада Notch ингибитором γ-секрета-
зы приводит к повышению образования активных
форм кислорода (Cai et al., 2014). Восстановление
активности γ-секретазы коррелирует с низким уров-
нем окислительного стресса (Small et al., 2014).

Большую роль в регенерации альвеолярной вы-
стилки, синтезе и секреции сурфактанта играют
пневмоциты 2-го типа. На долю этих клеток прихо-
дится не более 10% поверхности альвеол, они актив-
но пролиферируют и трансформируются в пневмо-
циты 1-го типа, обеспечивающие диффузию газа
между просветом альвеол и кровью в капиллярах
(Ишутина, 2021). В эксперименте на трансгенных
мышах продемонстрировано, что конститутивная
экспрессия рецептора Notch-3 в эпителиальных
клетках легких сопровождается нарушением образо-
вания пневмоцитов 1-го типа (Zong et al., 2016).

РОЛЬ NOTCH В ПАТОГЕНЕЗЕ 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ

Бронхиальная астма – хроническое воспалитель-
ное заболевание дыхательных путей, характеризую-
щееся гиперреактивностью и ремоделированием
бронхов (Huang et al., 2019b; Tindemans et al., 2020;
Nie et al., 2021; Yu, Li, 2022). Центральную роль в раз-
витии и прогрессировании астмы отводят IgE-зави-
симой активации тучных клеток, инфильтрации в
слизистую оболочку дыхательных путей эозинофи-
лов и активированных Т-лимфоцитов-хелперов ти-
па 2 (Th2) (Huang et al., 2019a; Nie et al., 2021; Yu, Li,
2022). Результаты исследований указывают на опре-
деляющее значение сигнального пути Notch в на-
правлении дифференцировки лимфоцитов Тh2 при
бронхиальной астме (Huang et al., 2019b; Nie et al.,
2021; Yu, Li, 2022). У больных бронхиальной астмой
регистрируется более высокий уровень экспрессии
рецепторов Notch на CD4+ Т-клетках памяти и Th2-
лимфоцитах, чем у здоровых доноров (Huang et al.,
2019a; Tindemans et al., 2020). Установлено, что Jag-
ged – лиганд Notch – и регулируемый им транскрип-
ционный белок GATA3 являются основными факто-

рами Notch-опосредованного формирования популя-
ции Th2-клеток (Tindemans et al., 2020; Yu, Li, 2022).

Участие сигнального пути Notch в патогенезе ал-
лергического воспаления дыхательных путей дока-
зано в экспериментах. Так, у мышей линий BALB/c
и C57BL/6 в модели бронхиальной астмы, индуци-
рованной овальбумином, регистрируется увеличе-
ние экспрессии в ткани легких рецепторов Notch
(Huang et al., 2019b; Hua et al., 2019; Nie et al., 2021), а
также мРНК фактора транскрипции HES1 и белка
внутриклеточного домена NICD (Zeng et al., 2019). В
жидкости бронхоальвеолярного лаважа экспери-
ментальных животных отмечается увеличение доли
Т-лимфоцитов-хелперов типа 17 (Th17) и снижение
числа иммуносупрессорных Т-регуляторных клеток
(Treg), в сыворотке крови регистрируется повыше-
ние концентрации интерлейкина (IL) 17 и снижение
уровня IL-10, в ткани легких увеличивается экспрес-
сия мРНК лигандов Notch – Jagged1 и Delta4 (He et al.,
2021). Нарушение передачи сигналов Notch с помо-
щью ингибитора γ-секретазы сопровождается
уменьшением экспрессии мРНК Notch1, HES1,
NICD и лиганда Jagged1, дисбаланса популяций
лимфоцитов Th17/Treg, уровня IL-17 (Huang et al.,
2019a; Zeng et al., 2019; He et al., 2021), продукции
Th2-цитокинов (IL-4, IL-5, IL-13) и аллерген-специ-
фических IgE, а также уменьшением эозинофильной
инфильтрации, метаплазии бокаловидных клеток и ги-
перреактивности дыхательных путей (Huang et al.,
2019a, 2019b; Kiyokawa, Morimoto, 2020; Tindemans et al.,
2020).

Исследования роли дендритных клеток и популя-
ции Тreg в патогенезе бронхиальной астмы указыва-
ют на протективное значение сигнального пути
Notch (Lee et al., 2018; Lin et al., 2019; Morianos, Sem-
itekolou, 2020). Так, введение мышам линий BALB/c
и C57BL/6 с овальбумин-индуцированной астмой
дендритных клеток, экспрессирующих Notch-ли-
ганд DLL1 или Jagged1, приводило к снижению про-
дукции IgE, гиперреактивности дыхательных путей и
секреции цитокинов Th2-типа (IL-4, IL-5, IL-13). Ко-
личество Th1-лимфоцитов и продукция интерферона-
γ, напротив, увеличивались (Lee et al., 2018; Lin et al.,
2019).

Критическая роль Treg-клеток в контроле иммун-
ного гомеостаза в дыхательных путях при астме обу-
словлена их способностью ослаблять воспалитель-
ный процесс, опосредованный Th2-лимфоцитами.
Значение сигнального пути Notch в определении на-
правления дифференцировки пула Тreg-лимфоци-
тов доказано в эксперименте, демонстрирующем
увеличение числа CD4+CD25+Foxp3+ Treg-клеток в
легких и концентрации трансформирующего факто-
ра роста β (TGFβ) в бронхоальвеолярном лаваже у
мышей с астмой при введении дендритных клеток,
экспрессирующих лиганд Jagged1 (Lin et al., 2019).
Повышение экспрессии рецептора Notch-4 на Treg-
клетках, регистрируемое при повторном воздей-
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ствии аллергенов, сопровождается ослаблением их
функциональной активности и способствует обра-
зованию популяций Th2- и Th17-лимфоцитов, под-
держивающих аллергическое воспаление (Zhou et al.,
2022).

РОЛЬ NOTCH В ПАТОГЕНЕЗЕ РАКА ЛЕГКИХ

Нарушения функционирования сигнального пу-
ти Notch активно обсуждаются в контексте одного из
ключевых факторов онкогенеза основных гистоло-
гических типов рака легкого – немелкоклеточного и
мелкоклеточного.

Сигнальный каскад Notch принимает участие в
процессе эпителиально-мезенхимного перехода, ко-
торый характеризуется утратой способности клеток
к межклеточной адгезии, появлением миграцион-
ных свойств и, тем самым, способствует инициации
опухоли, инвазии и метастазированию (Sparaneo et al.,
2016; Sosa Iglesias et al., 2018). Однако роль молеку-
лярных механизмов, опосредованных разными под-
типами рецепторов Notch не однозначна.

Двойственная роль передачи сигналов Notch при
мелкоклеточном раке легкого (МКРЛ) продемон-
стрирована в работе Лим с соавторами (Lim et al.,
2017). Так, в модели на мышах и клетках МКРЛ чело-
века установлена связь активации сигнального пути
Notch с трансформацией нейроэндокринных клеток
(источника всех нейроэндокринных новообразова-
ний легких) в клетки, лишенные секреторной функ-
ции и характеризующиеся медленным ростом. Вме-
сте с тем, эти клетки резистентны к химиотерапии и
обеспечивают трофическую поддержку опухолевых
нейроэндокринных клеток. Блокада сигнального
каскада Notch в комплексе с химиотерапией подав-
ляет рост опухолевых клеток и задерживает развитие
рецидива (Lim et al., 2017). Связь нарушений функ-
ционирования сигнального пути Notch с опухолевой
трансформацией клеток доказана в эксперименте,
демонстрирующем снижение способности клеток
ксенотрансплантатов НМКРЛ к росту в присутствии
ингибитора γ-секретазы (Sharif et al., 2020). В зару-
бежной литературе также представлены данные о
том, что сигнальный путь Notch аберрантно активи-
руется при НМКРЛ (Sharif et al., 2020) и, напротив,
инактивируется при МКРЛ (Katoh, Katoh, 2020;
Zhou et al., 2022).

В образцах тканей пациентов с НМКРЛ реги-
стрируется более высокий уровень экспрессии
мРНК Notch-1 (Sparaneo et al., 2016; Kiyokawa,
Morimoto, 2020) и Notch-3 (Galluzzo, Bocchetta, 2011;
Kiyokawa, Morimoto, 2020; Sharif et al., 2020) по срав-
нению с нормальной тканью легкого. Наиболее вы-
сокая частота экспрессии мРНК Notch-3 обнаруже-
на в клетках плоскоклеточной карциномы и адено-
карциномы (Galluzzo, Bocchetta, 2011; Zhou et al.,
2022). Повышение экспрессии мРНК Notch-1 и
Notch-3 связывают с высоким риском метастазиро-

вания в лимфатические узлы (Sparaneo et al., 2016;
Kiyokawa, Morimoto, 2020) и неблагоприятным про-
гнозом заболевания (Chen et al., 2017; Sharif et al.,
2020).

В настоящее время отсутствует единое мнение о
значении в онкогенезе рецептора Notch-2 и опосре-
дованного им сигнального каскада. Так, иммуноги-
стохимический анализ образцов ткани опухоли па-
циентов с НМКРЛ показал снижение экспрессии
Notch-2 по сравнению с нормальной тканью легкого
(Sparaneo et al., 2016). В другом исследовании у паци-
ентов с аденокарциномой, напротив, продемонстри-
ровано увеличение экспрессии Notch-2 в сравнении с
таковым у больных с плоскоклеточным раком. Также
авторы указывают на ассоциацию высокого уровня
экспрессии Notch-2 с более поздней стадией рака лег-
кого и более высокой частотой рецидивов заболевания
(Chen et al., 2017). Согласно результатам работы Мото-
ока с коллегами (Motooka et al., 2017), экспрессия ре-
цептора Notch-2 в линии клеток НМКРЛ человека
была аналогичной экспрессии Notch-1. При этом
нокдаун гена рецептора Notch-2 в линии клеток
НМКРЛ человека не сопровождался значимыми из-
менениями экспрессии молекул, определяющих
дифференцировку, пролиферацию, миграцию и
апоптоз клеток (Motooka et al., 2017).

Интересны результаты работ, оценивающих вза-
имосвязь нарушений сигнального пути Notch и
функций белка Р53, регулирующего клеточный
цикл, пролиферацию и апоптоз трансформирован-
ных клеток. Так, на биоптатах опухолевой ткани па-
циентов с НМКРЛ без мутаций гена белка Р53 уста-
новлено, что высокий уровень мРНК белка HES1
положительно коррелирует с экспрессией рецептора
Notch-1 и плохим прогнозом заболевания (Kiyoka-
wa, Morimoto, 2020). Сигнальный каскад, опосредо-
ванный рецептором Notch-1, способствует выходу
клеток из апоптоза и росту клеток посредством нега-
тивной модуляции стабильности белка P53 (Spara-
neo et al., 2016).

Отличительным признаком НМКРЛ является
повышенная экспрессия и активация рецептора
эпидермального фактора роста (EGFR), связанная с
плохим прогнозом и резистентностью к терапии
(Baumgart et al., 2010; Pancevich-Wojtkiewicz, 2016).
На линии клеток НМКРЛ показано, что одновре-
менная активация Notch-1 и EGFR сопровождается
повышением пролиферативной активности и злока-
чественной трансформацией клеток (Baumgart et al.,
2010; Sparaneo et al., 2016). В образцах опухолевой
ткани пациентов с НМКРЛ увеличение экспрессии
рецепторов Notch-1, Notch-3 положительно корре-
лирует с повышенной экспрессией рецептора EGFR
(Baumgart et al., 2010; Galluzzo, Bocchetta, 2011; Sosa
Iglesias et al., 2018; Sharif et al., 2020). Нокдаун гена ре-
цептора Notch-1 приводит к значительному снижению
экспрессии клетками EGFR (Baumgart et al., 2010).
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Другие исследования (George et al., 2015) указыва-
ют на супрессорную роль генов семейства Notch в
развитии МКРЛ и их регуляторное значение в диф-
ференцировке нейроэндокринных клеток. Так, в
большинстве исследуемых образцов опухолевой
ткани высокий уровень экспрессии генов белков-
маркеров-нейроэндокринных клеток CHGA (хромо-
гранина A) и GRP (гастрин-рилизинг пептид) реги-
стрировался на фоне высокой экспрессии гена ин-
гибитора передачи сигналов Notch (гена лиганда
DLK1) и гена фактора транскрипции Ascl1, индуци-
рующего начальные стадии опухолевой трансфор-
мации и необходимого для выживания опухолевых
клеток (George et al., 2015).

Одной из потенциальных мишеней таргетной те-
рапии опухолей является лизин-специфическая ги-
стондеметилаза 1 (LSD1), обеспечивающая проли-
ферацию и метастазирование путем ингибирования
опухолевого супрессора р53 (Chen et al., 2012). В экс-
перименте на мышах и клеточных линиях показано,
что подавление активности LSD1, высоко экспрес-
сирующейся при МКРЛ, сопровождается реактива-
цией передачи сигналов через Notch-1-рецептор и
последующим угнетением фактора транскрипции
Ascl1 (Augert et al., 2019). На супрессорную роль сиг-
нального пути Notch в онкогенезе при МКРЛ также
указывает высокая экспрессия на поверхности опухо-
левых клеток ингибирующего лиганда DLL3, регули-
руемая Ascl1 (Leonetti et al., 2019; Owen et al., 2019).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты представленных исследований под-
тверждают решающую роль передачи сигналов
Notch в эмбриональном развитии легких, диффе-
ренцировке бокаловидных клеток и гиперпродук-
ции слизи при ХОБЛ, гиперреактивности и ремоде-
лировании дыхательных путей у больных бронхи-
альной астмой, инициации и прогрессировании
опухолевой трансформации клеток. Плейотропный
характер Notch-опосредованных изменений указы-
вает на необходимость дальнейшего изучения моле-
кулярных механизмов, модулирующих сигнальный
каскад. Комплексный анализ особенностей Notch-
опосредованной индукции или подавления меха-
низмов развития рассмотренных патологий позво-
лит установить потенциальные таргетные мишени,
усовершенствовать диагностические методы, а так-
же терапевтические стратегии профилактики и лече-
ния заболеваний органов дыхания.
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A review of current literature data on the significance of the Notch signaling pathway in the mechanisms of the de-
velopment of diseases of the respiratory system – chronic obstructive pulmonary disease (COPD), bronchial asthma
(BA) and lung cancer is presented. In studies of lung tissue samples of patients with COPD and lung tissues of mice,
it was found that activation of the Notch signaling pathway promotes metaplasia and increases the functional activity
of goblet cells, protects epithelial cells from apoptosis and oxidative stress. Suppression of the Notch−Jagged1/Jag-
ged2 pathway is associated with the transdifferentiation of club-shaped cells into ciliated ones. In patients with AD,
the Notch signaling pathway promotes differentiation of Th2 lymphocytes. In the ovalbumin-induced bronchial
asthma model, the Notch cascade increases the imbalance of Th17/Treg lymphocyte populations, the production of
IL-4, IL-5, IL-13, IL-17, the formation of allergen-specific IgE, eosinophilic infiltration and metaplasia of goblet-
shaped epithelial cells of the respiratory tract. A decrease in the concentration of IgE, Th2-type cytokines (IL-4,
IL-5, IL-13), an increase in the number of Treg cells and the level of TGFß in bronchoalveolar lavage in mice with
asthma, mediated by the introduction of dendritic cells expressing the ligands DLL1 and Jagged1, indicates the pro-
tective role of the Notch signaling pathway. On samples of tumor tissue and cell lines of non-small cell lung cancer,
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it was found that an increase in the expression of Notch-1 and Notch-3 mRNA is associated with increased prolif-
erative activity, malignant cell transformation, a high risk of metastasis to lymph nodes and an unfavorable prognosis
of the disease. In the samples of tumor tissue of small cell lung cancer, an increase in the expression of the Notch
ligand DLK1 signaling inhibitor gene, the Ascl1 transcription factor gene and lysine-specific histone demethylase 1
(LSD1) was recorded. Suppression of LSD1 activity is accompanied by reactivation of signaling via Notch-1 recep-
tor and subsequent inhibition of the transcription factor Ascl1, which induces the initial stages of tumor transforma-
tion.

Keywords: Notch, chronic obstructive pulmonary disease, bronchial asthma, lung cancer
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Децеллюляризованные внеклеточные матриксы являются перспективным материалом для биоинженерии
и регенеративной медицины. В последнее время возрастает интерес к использованию внеклеточного мат-
рикса культивируемых клеток (ВКМ-КК). В представленном небольшом обзоре оцениваются преимуще-
ства и недостатки такого подхода, описывается многообразие способов модификации ВКМ-КК, рассмат-
риваются сферы возможного применения ВКМ-КК: в качестве субстрата для культивирования, как осно-
вы для создания биосовместимых скаффолдов, как препарата для непосредственного применения в
бесклеточной терапии и как модели для исследования заболеваний.

Ключевые слова: децеллюляризованный матрикс, бесклеточный матрикс, бесклеточная терапия, тканевая
инженерия, регенеративная медицина
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Многоклеточный организм существует как единое
целое благодаря внеклеточному матриксу. ВКМ – это
многокомпонентная система, которая, в общих чер-
тах, состоит из трехмерной сети белковых волокон,
погруженных в протеогликановый гель. Помимо чи-
сто структурных компонентов, ВКМ содержит бел-
ки-регуляторы клеточной активности (“матрицел-
люлярные” белки), а также депонированные росто-
вые факторы и другие сигнальные молекулы. С
функциональной точки зрения ВКМ – не просто
“цемент”, скрепляющий клетки воедино, это суб-
страт для адгезии и передвижения клеток, это среда,
формирующая надлежащее микроокружение, а так-
же резервуар питательных веществ и источник био-
логических сигналов, контролирующих жизнедея-
тельность клетки во всех ее проявлениях – от проли-
ферации и дифференцировки до гибели; кроме того,
ВКМ определяет форму органов и механические ха-
рактеристики тканей, играет ключевую роль в про-
цессах развития и регенерации, поддерживает тка-
невый гомеостаз.

В свете современных представлений о функциях
ВКМ становится очевидным, что ВКМ – наиболее
естественный субстрат для существования и функ-
ционирования клеток. Уникальная биологическая

активность и высочайшая биосовместимость ВКМ
делают его крайне привлекательным материалом
для регенеративной медицины и тканевой инжене-
рии: интенсивное применение ВКМ в биоинженер-
ных разработках (создание искусственных органов и
тканей, сосудистых и других протезов) является
трендом в исследованиях последних десяти–двадца-
ти лет. ВКМ также успешно используется в клини-
ческой практике. В настоящее время известно более
80 зарегистрированных препаратов на основе ВКМ,
которые употребляются в ортопедии, стоматологии,
а также в реконструктивной и сердечно-сосудистой
хирургии (Parmaksiz et al., 2016). К примеру, свою
эффективность доказал препарат AlloDerm® (бес-
клеточный матрикс, выделяемый из кожи человека),
использованный уже более миллиона раз для лече-
ния ожогов, ран, рецессий десны, в маммопластике
и т.д. (Konofaos et al., 2017). Применение ВКМ от-
крывает новые возможности в медицине: вдохнов-
ляющим примером является регенерация мышц и
восстановление способности к ходьбе после терапии
с использованием ВКМ мочевого пузыря свиньи у
пациентов со значительной потерей мышечной тка-
ни (volumetric muscle loss), которым изначально ре-
комендовалась ампутация (Sicari et al., 2014).

Традиционным источником ВКМ являются де-
целлюляризованные органы и ткани, т.е. подвергну-
тые удалению клеточных компонентов с помощью
различных физических и химических методов. В по-
следние годы исследователи все чаще обращаются к

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс;
ВКМ-КК – ВКМ культивируемых клеток; ИПС – индуциро-
ванные плюрипотентные стволовые клетки; МСК – мезен-
химные стволовые (стромальные) клетки) ЭСК – эмбрио-
нальные стволовые клетки.

УДК 57.085.23
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альтернативному подходу, в рамках которого источ-
ником ВКМ являются культивируемые клетки.

В представленном небольшом обзоре современ-
ной литературы мы рассмотрим преимущества и не-
достатки такого подхода, а также оценим перспекти-
вы использования ВКМ-КК.

ПРЕИМУЩЕСТВА И НЕДОСТАТКИ ВКМ-КК

ВКМ-КК обладают следующими преимущества-
ми. Во-первых, ВКМ-КК могут служить альтерна-
тивой ксено- и аллогенному материалу. Зарегистри-
рованные препараты бесклеточных ВКМ выделяют-
ся из тканей животных и человека, и, хотя
компоненты ВКМ считаются неиммуногенными в
силу своей эволюционной консервативности (Cheng
et al., 2014), было показано, что ксено- и аллотранс-
плантаты ВКМ могут вызывать иммунный ответ и
отторжение (Methe, 2020; Massaro et al., 2021). Этих
трудностей, а также проблем, связанных с работой с
кадаверным материалом (этических, логистических,
рисков передачи болезней и др.) можно избежать
при использовании ВКМ, полученного с помощью
культивированя клеток реципиента. Аналогичным
образом материалы на основе ВКМ-КК могут пред-
ставлять собой альтернативу аутотрансплантатам.
Хотя аутотрансплантаты считаются “золотым стан-
дартом”, например, при замещении костных дефек-
тов, их использование сопряжено с рядом затрудне-
ний: с ограниченным объемом донорского материа-
ла, осложнениями в месте взятия, предварительной
заданностью размеров и формы аутотрансплантата.
Эти проблемы могут быть преодолены, если исполь-
зовать как основу для создания соответствующих
трансплантатов ВКМ, полученный in vitro с помо-
щью мезенхимных стволовых (стромальных клеток)
(МСК) или остеогенных клеток пациента (Cheng et al.,
2014).

Во-вторых, с помощью культивируемых клеток
можно получать такие ВКМ, которые сложно или не-
возможно выделить из тканей. К примеру, плотный
матрикс хрящевой ткани имеет плохую проницае-
мость для децеллюляризующих агентов, чего нельзя
сказать о клетках в культуре (Zhu et al., 2021); кроме
того, едва ли возможно вычленить из ткани нишу
стволовых клеток, однако характерное для ниши
микроокружение можно воспроизвести с помощью
ВКМ МСК (Assunção et al., 2020). Сравнительная
простота децеллюляризации ВКМ-КК также дает
возможность использовать более мягкие методы вы-
деления ВКМ – например, без использования детер-
гентов, что гарантирует отсутствие в ВКМ остаточ-
ных количеств веществ, которые могут приводить к
нежелательным эффектам, а также позволяет сохра-
нить состав ВКМ как можно более интактным (Nel-
linger et al., 2022).

В-третьих, ВКМ-КК обладает значительным по-
тенциалом кастомизации. Если ВКМ органов или

тканей имеет детерминированные состав и структу-
ру, то с помощью культивируемых клеток можно по-
лучать ВКМ с желаемыми свойствами для решения
определенных задач (рис. 1). При этом может быть
использовано все многообразие клеточных линий
(как для получения тканеспецифичных ВКМ, так и
для выделения ВКМ стволовых клеток), а также их
генетическая модификация, например, для оверэкс-
прессии компонентов ВКМ или матрикс-ассоции-
рованных белков. Так, был создан скаффолд на ос-
нове полилактида и децеллюляризованного матрик-
са клеток карциномы мочевого пузыря (линия 5637),
трансфицированных вектором, несущим ген фибро-
нектина; было показано, что полученный скаффолд
поддерживает функциональную активность гепато-
цитов HepG2 и поэтому потенциально может быть
применен в тканевой инженерии печени (Grant et al.,
2018). Иммортализация МСК плаценты с помощью
трансдукции гена обратной транскриптазы теломе-
разы (hTERT) позволила получить биологически ак-
тивный ВКМ из клеток, прошедших через большое
количество пассажей (Kusuma et al., 2017). В контек-
сте разнообразия типов культивируемых клеток-
продуцентов ВКМ интерес также представляют ин-
дуцированные плюрипотентные стволовые клетки
(ИПС); было показано, что полученные из ИПС
фибробласты демонстрируют повышенную продук-
цию белков ВКМ по сравнению с исходными дер-
мальными фибробластами до репрограммирования
(Shamis et al., 2012). 

Для получения ВКМ-КК также может приме-
няться и трехмерное культивирование. Известно,
что МСК после агрегации в сфероиды демонстриру-
ют повышенную экспрессию и секрецию паракрин-
ных факторов; культивирование сфероидов в при-
сутствии макромолекулярных краудеров, ускоряю-
щих депонирование ВКМ и способствующих
аккумуляции секретируемых факторов, и последую-
щая децеллюляризация позволили получить трех-
мерный скаффолд, способствующий адгезии и про-
лиферации клеток, а также ангиогенезу in vivo (Chi-
ang et al., 2021).

Кроме того, отметим потенциал техники ко-
культивирования: с помощью смешанной культуры
фибробластов и остеобластов был получен ВКМ, ко-
торый превосходил матриксы каждой из клеточных
линий в отдельности по способности стимулировать
остеогенную дифференцировку in vitro и поддержи-
вать регенерацию кости in vivo (Li et al., 2020). Ком-
позицию ВКМ-КК также можно задавать, варьируя
условия культивирования (Матвеева, Андреева,
2020); например, использование хондроиндуктив-
ной среды при культивировании МСК позволило
выделить ВКМ, воспроизводящий микроокружение
на раннем этапе хондрогенеза, и полученный ВКМ
был использован для создания гидрогеля, стимули-
рующего хондрогенез и формирование гиалинового
хряща in vivo (Antich et al., 2021). Кроме того, в ВКМ-
КК можно вводить дополнительные функциональ-
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ные группы прямо в процессе культивирования: так,
с помощью добавления в ростовую среду модифици-
рованного моносахарида удалось получить ВКМ,
содержащий азидные группы; используя высокоспе-
цифичную биоортогональную клик-реакцию азид-
алкинового циклоприсоединения, такому ВКМ
можно легко придать желаемые свойства путем ко-
валентного введения сигнальных пептидов, росто-
вых факторов, антибиотиков или других молекул
(Ruff et al., 2017). Еще один подход к кастомизации
ВКМ-КК – культивирование клеток-продуцентов
ВКМ на подложках с предзаданной топографией;
например, было показано, что полученный таким
образом нанопаттернированный ВКМ может изме-
нять профиль экспрессии генов посеянных на него
клеток и, в том числе, приводить к апрегуляции ге-
нов, связанных с хондрогенезом (Ozguldez et al.,
2018).

Теперь перечислим недостатки ВКМ-КК. Во-
первых, по сравнению с органами и тканями, при
децеллюляризации культивируемых клеток получа-
ется небольшое количество материала, поэтому на-
работка ВКМ-КК для биомедицинского примене-
ния нуждается в масштабировании. Масштабное
культивирование влечет за собой ряд трудностей, та-
ких как потребность в соответствующей инфра-
структуре (автоматизированное оборудование для
культивирования, биобанки), необходимость стан-

дартизации протоколов культивирования, культу-
ральных сред и ростовых добавок, а также самих кле-
точных линий-продуцентов ВКМ; разумеется, над-
лежащее оснащение и собственно культивирование
требуют и существенных финансовых затрат. Тем не
менее, разработка оптимизированной технологии
масштабирования теоретически позволила бы нара-
батывать ВКМ желаемой композиции в неограни-
ченных количествах (Chan et al., 2021). Заметим также,
что в литературе описаны подходы к стимуляции депо-
нирования ВКМ-КК – среди них культивирование в
условиях гипоксии (Gilkes et al., 2013; Du et al., 2017),
использование краудинг-агентов (Marinkovic et al.,
2021) и ингибиторов матриксных металлопротеиназ
(Han et al., 2016).

Во-вторых, ВКМ-КК уступают ВКМ нативных
тканей по своим физико-механическим характери-
стикам. Среди возможных способов преодоления
этого недостатка можно упомянуть введение сшивок
в структуру ВКМ-КК (Nyambat et al., 2020), а также
создание композитных материалов, в которых необ-
ходимые деформационно-прочностные параметры
воспроизводятся синтетическими полимерами, а
специфически биологические свойства задаются
ВКМ культивируемых клеток. Так, поликапролак-
тоновый скаффолд был модифицирован ВКМ ко-
культивируемых МСК и эндотелия пупочной вены;
получившийся композит не потерял своих механи-

Рис. 1. Потенциал кастомизации внеклеточного матрикса (ВКМ) культивируемых клеток. Создано с помощью BioRen-
der.com
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ческих свойств и был способен поддерживать про-
лиферацию и остеогенную дифференцировку засе-
янных в него клеток (Carvalho et al., 2019).

ПОТЕНЦИАЛ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ВКМ-КК
Дадим характеристику основным направлениям

биомедицинского приложения ВКМ-КК.
Субстрат для культивирования. Очевидно, что

стандартное культивирование на пластике не явля-
ется в полной мере физиологически релевантным.
ВКМ in vivo оказывает существенное влияние на
клеточную физиологию, поскольку он имеет опти-
мальную жесткость, определяет полярность и морфо-
логические особенности клеток, формирует специфи-
ческое микроокружение. Лишенные естественных
условий, клетки в культуре демонстрируют хромосом-
ную нестабильность, утрачивают дифференцировоч-
ный потенциал и претерпевают преждевременное
старение. Эти проблемы актуальны, прежде всего,
при наработке большого количества клеток для те-
рапевтического применения, когда клетки в течение
длительного времени проводятся через серию пасса-
жей. По сравнению с пластиком, ВКМ-КК пред-
ставляется более физиологичным субстратом для
культивирования. В ряде работ было показано, что
культивирование на ВКМ-КК стимулирует проли-
ферацию и миграцию (Lin et al., 2012) и вызывает
апрегуляцию соответствующих генов (Ragelle et al.,
2017), поддерживает стволовость (Lai et al., 2010), спо-
собствует дифференцировке в различных направлени-

ях (Rao Pattabhi et al., 2014; Novoseletskaya et al., 2020) и
приводит к омоложению культивируемых клеток
(Choi et al., 2011; Joergensen, Rattan, 2014; Yu et al., 2019).
Кроме того, ВКМ-КК может применяться как суб-
страт для бесфидерного культивирования ИПС и
ЭСК. Собственно говоря, широко используемый в
этих целях коммерческий субстрат Матригель пред-
ставляет собой ВКМ мышиной саркомы; вместе с
тем было показано, что в качестве субстрата для
ИПС могут использоваться децеллюляризованные
матриксы и других клеточных культур, таких как ли-
ния человеческой хориосаркомы и МСК пульпы зу-
ба (Vuoristo et al., 2013; Chen et al., 2015).

Использование в тканевой инженерии и регенера-
тивной медицине. В ряде исследований показано, что
ВКМ-КК является перспективным материалом для
инженерии костей (Cheng et al., 2014; Li et al., 2020;
Junka, Yu, 2020; He et al., 2021), хрящей (Dikina et al.,
2017; Tang et al., 2019; Zhu et al., 2021; Antich et al.,
2021) и скелетных мышц (Zhang et al., 2020), причем
в качестве источника ВКМ для этих нужд зачастую
используются МСК. ВКМ фибробластов был при-
менен для создания композитных тканеинженерных
трансплантатов сосудов (L’Heureux et al., 2006), сер-
дечных клапанов (Weber et al., 2013) и скаффолда для
постинфарктной клеточной терапии (Kim et al.,
2019). Изучается возможность употребления ВКМ-
КК в регенеративной эндодонтии (Aksel et al., 2022).

ВКМ-КК может использоваться не только как
основа для скаффолдов, служащих для доставки
культивируемых клеток в организм пациента, но и

Рис. 2. Сферы возможного применения ВКМ культивируемых клеток. Создано с помощью BioRender.com.
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как терапевтическое средство per se, стимулирующее
репаративные процессы за счет активации эндоген-
ных клеток. Протеомный анализ матриксов клеточ-
ных культур показал, что они содержат белки, вовле-
ченные в регуляцию иммунных процессов, проли-
ферации, дифференцировки, миграции, адгезии и
ангиогенеза (Ragelle et al., 2017; Li et al., 2020), и тера-
певтический эффект апплицированного к повре-
жденной ткани ВКМ, по всей видимости, связан с
его деградацией в месте повреждения и высвобожде-
нием его биоактивных компонентов (Lee et al., 2019).
В этом контексте, применение ВКМ-КК можно
считать разновидностью бесклеточной терапии
(cell-free therapy). Так, было продемонстрировано,
что ВКМ астроцитов и нейральных стволовых кле-
ток может стимулировать регенерацию спинного
мозга и препятствовать воспалению при его травмах
(Thompson et al., 2018; Chen et al., 2022); ВКМ куль-
тивируемых шванновских клеток был применен для
восстановления поврежденных нервов (Gu et al.,
2014); было показано, что ВКМ стволовых клеток жи-
ровой ткани и МСК костного мозга обладают раноза-
живляющими свойствами (Du et al., 2017; Lee et al.,
2019); был запатентован скаффолд на основе ВКМ
сердечных фибробластов для лечения ишемической
болезни сердца, который может применяться и как
средство для трансплантации клеток, и как самосто-
ятельный терапевтический агент (Schmuck, Raval,
2016). В нашей стране разработан и запатентован
способ получения бесклеточного матрикса на осно-
ве децеллюляризованных клеточных пластов МСК
жировой ткани, предназначенного для стимуляции
регенеративных процессов (Нимирицкий и др.,
2016; Ткачук и др., 2020).

Модель для исследования заболеваний. Известно,
что при целом ряде патологических состояний (ней-
родегенеративные и онкологические заболевания,
остеоартрит, фиброз и др.) имеет место аномальное
ремоделирование ВКМ, включающее в себя количе-
ственные и качественные изменения состава ВКМ,
перестройку нативной архитектуры ткани, наруше-
ние динамического равновесия между деградацией и
синтезом ВКМ, изменение жесткости ВКМ (Sonbol,
2018; Theocharis et al., 2019). Поскольку ВКМ всесто-
ронним образом контролирует клеточные функции,
аномальное ремоделирование нарушает функцио-
нальность тканей и усугубляет течение болезни. Та-
ким образом, установление роли ВКМ в патогенети-
ческих механизмах тех или иных заболеваний может
послужить основой для разработки новых способов
диагностики или поиска терапевтических мишеней
(Rubi-Sans et al., 2020). В этой связи, например,
большой интерес представляет ВКМ как компонент
опухолевой ниши, способствующий прогрессии
опухоли и метастазированию (Xiong, Xu, 2016). В ка-
честве модели для изучения опухолевого микро-
окружения наряду с ВКМ злокачественных тканей
используют и ВКМ, синтезированный линиями
опухолевых клеток; хотя ВКМ-КК не может в пол-

ной мере воспроизвести микроокружение опухоле-
вой ткани, это методологически удобная, масштаби-
руемая модель для in vitro исследований (Hoshiba,
2019). Помимо двухмерных моделей опухолевой ни-
ши также ведутся разработки трехмерных искус-
ственных опухолей на основе ВКМ-КК (Malakpour-
Permlid et al., 2021); так, с помощью полилактидного
скаффолда, модифицированного ВКМ МСК жиро-
вой ткани, была создана макроскопическая (более
сантиметра) трехмерная модель опухоли, схожая по
фибриллярной структуре и механическим характе-
ристикам с опухолевой тканью и повышающая
устойчивость заселенных опухолевых клеток к док-
сорубицину (Rubi-Sans et al., 2021). ВКМ-КК, а
именно ВКМ клеток трабекулярной сети (HTMC),
также используется для изучения роли ВКМ в разви-
тии глаукомы (Raghunathan, 2018). Децеллюляризо-
ванным матриксом фибробластов удалось модифи-
цировать микрофлюидное устройство (Hong et al.,
2017), и такой подход в перспективе может быть ис-
пользован в создании “органов-на-чипе” для учета
микроокружения, создаваемого внеклеточным мат-
риксом, при моделировании заболеваний или скри-
нинге лекарственных соединений (в том числе пер-
сонализированном).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Культивируемые клетки представляются привле-
кательной альтернативой органам и тканям – тради-
ционным источникам ВКМ. Основным преимуще-
ством ВКМ-КК является возможность задания
свойств ВКМ в контролируемых условиях, причем
конструирование ВКМ может опираться не только
на богатый опыт клеточной биологии, но и на дости-
жения из других дисциплин. Публикации последних
лет демонстрируют, что ВКМ-КК потенциально мо-
гут быть применены для решения широкого спектра
биомедицинских задач. Тем не менее, связанные с
ВКМ-КК исследования пока что проводятся только
на клеточных и животных моделях. По всей видимо-
сти, переход к клиническим испытаниям сдержива-
ется малым выходом ВКМ, получаемого из культи-
вируемых клеток, и трансляция ВКМ-КК в клинику
потребует решения соответствующей задачи мас-
штабирования.
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The Potential of Decellularized Cell-Derived Matrices for Biomedical Applications
R. E. Ushakov*

Institute of Cytology RAS, St. Petersburg, 194064 Russia
*e-mail: uszakow@yandex.ru

Decellularized extracellular matrices show а great promise as materials for tissue engineering and regenerative med-
icine. Recently, there has been an increasing interest in the use of cell-derived extracellular matrices (CD-ECMs).
The present mini-review focuses on advantages and disadvantages of the CD-ECMs, describes the variety of ap-
proaches to modify the CD-ECMs and discusses the CD-ECMs application fields. In particular, CD-ECMs were
shown to serve as cell culture substrate, as base for biocompatible scaffold production, as drug for cell-free therapy
and as component of disease models.

Keywords: decellularized matrix, cell-free matrix, cell-free therapy, tissue engineering, regenerative medicine
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Заживление переломов представляет собой сложный процесс, при котором основными источниками кле-
ток-предшественников остеобластов становятся надкостница и эндост. Однако клеточные механизмы и
сигнальные каскады, лежащие в основе начальных стадий дифференцировки предшественников остеоб-
ластов во взрослой кости, до сих пор недостаточно изучены. Поэтому мы провели протеомный анализ
первичной культуры изолированных остеобластов человека из бедренной кости взрослых доноров в не-
дифференцированных условиях и на пятый день остеогенной дифференцировки in vitro. Это ранняя вре-
менная точка, при которой ещe не наблюдается минерализация внеклеточного матрикса. В протеомный
анализ были включены 1612 белков, идентифицированных как минимум по двум пептидами. Данные до-
ступны через ProteomeXchange с идентификатором PXD033697. Несмотря на то, что минерализация мат-
рикса начинается только после индукции остеогенной дифференцировки, мы выявили неожиданно сла-
бый физиологический сдвиг, связанный со снижением пролиферативной активности клеток и изменени-
ем белков, участвующих в секреции и организации внеклеточного матрикса. Мы показали, что при
культивировании в стандартных условиях в остеобластах выявляются маркеры поздних стадий остеоген-
ной дифференцировки, в том числе BMP-2/4, остеокальцин, остеопонтин и RUNX2. Следовательно,
дальнейшая дифференцировка, необходимая для минерализации матрикса, требует минимальных физио-
логических изменений.

Ключевые слова: остеобласты, остеогенная дифференцировка, протеомика дробовика, кость, масс-спек-
трометрия
DOI: 10.31857/S0041377123010066, EDN: GPCARC

Остеобласты представляют собой специализиро-
ванные мезенхимные клетки, ответственные за про-
дукцию костного внеклеточного матрикса и его ми-
нерализацию. In vivo остеогенная дифференцировка
происходит, главным образом, во время формирова-
ния кости путем эндохондральной или внутримем-

бранозной оссификации. В начале обоих процессов
мезенхимные клетки начинают уплотняться. При
внутримембранозной оссификации мезенхимные
клетки непосредственно дифференцируются в осте-
областы, начинают продуцировать остеоид (кост-
ный ВКМ) и формируют центр окостенения. При
эндохондральной оссификации, наоборот, происхо-
дит хондрогенная дифференцировка уплотненных
мезенхимных клеток, что приводит к образованию
надхрящницы. Затем хондроциты в области диафиза
гипертрофируются и продуцируют факторы роста
эндотелия сосудов, привлекающие сосуды. Нако-
нец, мезенхимные клетки и гипертрофированные
хондроциты подвергаются остеогенной дифферен-
цировке (Lobov, Malashicheva, 2022).

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс,
ВЭЖХ-МС-МС – высокоэффективная жидкостная хромато-
графия с тандемным масс-спектрометрическим детектирова-
нием; МСК – мезенхимные стволовые клетки, УВЖХ – ульт-
ра высокоэффективная жидкостная хроматография; FDR –
частота ложного обнаружения; PCA – метод главных компо-
нент; ФСБ – фосфатно-солевой буферый раствор; sPLS-DA –
разреженный дискриминантный анализ на основе частных
наименьших квадратов; ФБС – фетальная бычья сыворотка.
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Во взрослом организме аналогичные процессы
могут происходить при заживлении переломов ко-
стей. В отличие от формирования кости, основным
источником клеток-предшественников остеобла-
стов для заживления переломов становятся надкост-
ница и эндост. Мезенхимные стволовые клетки
костного мозга также участвуют в этом процессе, но
не в качестве основного источника клеток для осте-
областов. Их основная функция заключается в сек-
реции цитокинов и хемокинов, которые способству-
ют остеогенной или хондрогенной дифференциров-
ке (Bragdon, Bahney, 2018; Matthews et al., 2021).
Процесс заживления кости зависит от механических
воздействий и стабильности микроокружения. По-
этому клетки-предшественники дифференцируют-
ся в остеобласты преимущественно вдоль эндосталь-
ной и периостальной поверхностей и способствуют
заживлению перелома за счет внутримембранного
сращивания кости. В щели перелома подвижность
выше, поэтому периостальные клетки-предше-
ственники дифференцируются в хондроциты, обра-
зуя мягкую хрящевую мозоль, которая соединяет
концы сломанной кости (Bahney et al., 2019). Далее
по мере заживления перелома хондроциты транс-
формируются в остеобласты, которые участвуют в
окончательном восстановлении кости.

В то время как остеогенная дифференцировка в
зрелой кости обычно происходит от других клеток-
предшественников, большинство экспериментов по
остеогенной дифференцировке in vitro проводились
на модели МСК (Lobov, Malashicheva, 2022). In vitro
остеогенная дифференцировка МСК происходит в
три этапа: пролиферация, созревание ВКМ и мине-
рализация ВКМ (Pitkänen, 2020).

В отличие от МСК, предшественники остеобла-
стов могут иметь относительно высокие уровни экс-
прессии остеокальцина, щелочной фосфатазы и
коллагена I типа, поскольку они проходят через
остеогенную дифференцировку. Тем не менее, пред-
шественники остеобластов все еще способны про-
лиферировать и могут в дальнейшем дифференци-
роваться. Когда остеобласты заканчивают участво-
вать в процессе костеобразования, у них есть три
возможных пути развития: они подвергаются апо-
птозу, становятся покоящимися остеобластами или
остеоцитами (Florencio-Silva et al., 2015). В послед-
нем случае остеобласты окружаются минерализо-
ванным матриксом и претерпевают морфологиче-
ские изменения, в результате которых приобретают
звездчатую форму. Эти клетки образуют сеть и
участвуют в передаче сигналов через костную ткань
(Rutkovskiy et al., 2016).

Клеточные механизмы и сигнальные каскады, ле-
жащие в основе дифференцировки предшественни-
ков остеобластов во взрослой кости, до сих пор не-
достаточно изучены. Изучение ранних механизмов
дифференцировки остеобластов, выделенных из ко-
стей взрослых людей, важно для понимания молеку-

лярных механизмов индукции остеогенной диффе-
ренцировки в зрелой кости.

Мы провели анализ ранних стадий остеогенной
дифференцировки остеобластов, выделенных из ко-
сти взрослого человека, при помощи протеомики
дробовика. Для этого мы выделили первичные куль-
туры остеобластов из фрагментов бедренной кости
трех доноров. Затем мы индуцировали остеогенную
дифференцировку по стандартному протоколу
остеогенной дифференцировки in vitro, выделили
белки на 5-е сут остеогенной дифференцировки и
провели протеомный анализ. Чтобы сделать наши
данные более сопоставимыми с протеомами цель-
ных костей, мы использовали кислотную экстрак-
цию белков, аналогичную методам, используемым
для минерализованных тканей. В результате мы опи-
сали физиологический сдвиг, связанный с дальней-
шей дифференцировкой остеобластов.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клеточные культуры. Остеобластоподобные клет-
ки выделяли из фрагментов эпифизов костной губ-
чатой ткани бедренной кости, полученных во время
операции в Национальном медицинском исследова-
тельском центре травматологии и ортопедии им.
Р.Р. Вредена. От каждого участника, включенного в
исследование, было получено информированное
письменное согласие.

Выделение остеобластоподобных клеток из кост-
ной ткани осуществляли ферментативным методом.
Костную ткань промывали фосфатно-солевым бу-
ферным раствром (ФСБ), содержащем 1% раствора
пенициллина-стрептомицина. Эксплантат измель-
чали на фрагменты размером до 0.5 мм с помощью
твердосплавных фрез. Фрагменты соединительной
ткани удаляли, губчатую кость многократно промы-
вали в ФСБ и использовали для дальнейшего выде-
ления. Фрагменты губчатой кости инкубировали в
0.2%-ном растворе коллагеназы II типа (Worthington
Biochemical Corporation, США) в течение 30 мин при
37°С. Гомогенизированную массу промывали в
ФСБ, переносили в 0.2%-ный раствор коллагеназы
IV типа (Worthington Biochemical Corporation, США)
и инкубировали 16 ч при 37°С. После инкубации
коллагеназу IV типа инактивировали высокоглюкоз-
ной (4.5 г/л глюкозы) питательной средой DMEM
(Gibco, США), содержащей 15% фетальной бычьей
сыворотки (ФБC, HyClone, США), 2 мМ L-глутами-
на и 0.1% раствора аскорбиновой кислоты (Sigma-
Aldrich, США). Эта же среда в дальнейшем исполь-
зовалась для культивирования клеток. Полученную
суспензию переносили в культуральный флакон и
культивировали в течение нескольких недель в стан-
дартных условиях (37°С, 5% CO2). Для дальнейших
экспериментов использовали клетки после трех−четы-
рех пассажей. Клетки высевали с плотностью 22 × 103

на 1 см2.
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ХВОРОВА и др.

Для индукции остеогенной дифференцировки
использовали классическую остеогенную среду,
универсальную для клеток многих типов (Lobov,
Malashicheva, 2022): DMEM, содержащую 10% ФБС,
2 мМ L-глутамина, 100 Ед./мл пенициллина/стреп-
томицина, 50 мг/мл аскорбиновой кислоты, 0.1 мМ
дексаметазона (Sigma-Aldrich, США) и 10 мМ β-гли-
церофосфата натрия (Sigma-Aldrich, США). На пя-
тые сутки дифференцировки клетки снимали трип-
сином, центрифугировали (1500 g, 5 мин), промыва-
ли ФСБ и центрифугировали. Полученный сухой
осадок замораживали при −80°С. Отложение каль-
ция выявляли с помощью окраски ализариновым
красным (Sigma, США) на 14-й день дифференци-
ровки.

Экстракция белка. Для экстракции белка исполь-
зовали остеобласты от трех доноров в двух состояни-
ях (контрольном (без дифференцировки) и на 5-е сут
остеогенной дифференцировки). К осадку клеток
добавляли 100 мкл 0.2 N HCl и инкубировали в тече-
ние 30 мин при 4°С. Затем образцы центрифугирова-
ли (16000 g, 10 мин, 4°С), супернатант переносили в
новую пробирку и белок осаждали 4 объемами
ледяного ацетона (LC-MS Grade; LiChrosolv, Герма-
ния) в течение ночи при −20°С. Белковый осадок су-
шили на воздухе и ресуспендировали в 8 М мочевине
(Sigma Aldrich, США) в 50 мМ бикарбонате аммония
(Sigma Aldrich, США).

Трипсинолиз. Концентрацию белка измеряли с
помощью флуориметра Qubit (Thermo Fisher Sci,
США) с помощью набора QuDye Protein Quantification
Kit (Lumiprobe, Россия). Использовали по 20 мкг каж-
дого образца. Образцы инкубировали в течение 1 ч при
37°С с 5 мМ ДТТ (Sigma Aldrich, США) с последую-
щей инкубацией в 15 мМ йодацетамиде в течение
30 мин в темноте при комнатной температуре (Sigma
Aldrich, США) с последующим гашением иодацета-
мида дополнительным количеством 5 мМ ДТТ. За-
тем образцы разбавляли семью объемами 50 мМ би-
карбоната аммония и инкубировали в течение 16 ч
при 37°C с трипсином в соотношении 1 : 50 (Prome-
ga, США).

Образцы выпаривали в центрифужном концен-
траторе Labconco Centrivap (Labconco, США) и рас-
творяли в воде (LC-MS Grade; LiChrosolv, Герма-
ния), содержащей 0.1% муравьиной кислотой (Sigma
Aldrich, США). Триптические пептиды обессолива-
ли методом твердофазной экстракции с использова-
нием наконечников c 18 Zip-Tip (Merck, Германия) в
соответствии с рекомендациями производителя.
Обессоленные пептиды упаривали в центрифужном
концентраторе Labconco Centrivap (Labconco, США)
и растворяли в воде с 0.1% муравьиной кислоты для
дальнейшего ВЭЖХ-МС/МС-анализа.

ВЭЖХ-МС-МС-анализ. Приблизительно 600 нг
пептидов использовали для анализа протеомики дро-
бовика методом ВЭЖХ-МС-МС с ионной подвижно-
стью в масс-спектрометре TimsToF Pro (Bruker Dalton-

ics, Германия) с УВЭЖХ-хроматографом nanoElute
(Bruker Daltonics, Бремен, Германия). УВЭЖХ про-
водили в режиме двухколоночного разделения с ис-
пользованием трэп-колонки Acclaim™ Pep-Map™
5 мм (Thermo Fisher Scientific, США) и разделитель-
ной колонки Bruker Fifteen (C18 ReproSil AQ, 150 мм ×
× 0.75 мм, 1.9 мкм, 120 А; Bruker Daltonics, Германия) в
градиентном режиме со скоростью потока 400 нл/мин
при температуре колонки 40°C. Фаза A представляла
собой 0.1%-ный водный раствор муравьиной кисло-
ты, фаза B – 0.1%-ный раствор муравьиной кислоты
в ацетонитриле (LC-MS Grade; LiChrosolv, Герма-
ния). Градиент составлял от 2 до 30% фазы В в тече-
ние 42 мин, затем до 95% фазы В в течение 6 мин с
последующей промывкой 95%-ной фазы В в течение
6 мин. Колонку уравновешивали 4 объемами колон-
ки перед каждым образцом. Для ионизации электро-
распылением использовали ионный источник Cap-
tiveSpray (Bruker, Германия) с капиллярным напряже-
нием 1600 В, потоком азота 3 л/мин и температурой
источника 180°C. Масс-спектрометрию проводили в
автоматическом режиме DDA PASEF с циклом 0.5 с в
положительной полярности с фрагментацией ионов
с не менее чем двумя зарядами в диапазоне m/z от 100
до 1700 и диапазоне ионной подвижности от 0.85 до
1.30 1/K0.

Протеомные данные масс-спектрометрии доступ-
ны в базе данных ProteomeXchange через партнерский
репозиторий PRIDE (Perez-Riverol et al., 2022) с иден-
тификаторами набора данных PXD033697 и
10.6019/PXD033697.

Анализ протеомных данных. Идентификацию бел-
ков проводили в программном обеспечении Peaks
Xpro (Bioinformatics Solutions Inc., Канада) по базе
данных белков человека SwissProt (https://www.uni-
prot.org/; по состоянию на 28 марта 2021 г.; загружено
2 марта 2021 г.; 20394 последовательностей) с допусти-
мой ошибкой исходной массы 10 ppm и допустимой
ошибкой массы фрагмента 0.05 ppm, частотой ложно-
го обнаружения (FDR) белков и пептидов менее 1%
и двумя возможными пропущенными сайтами трип-
синолиза. За фиксированную модификацию прини-
мали карбамидометилирование цистеина. В качестве
переменных модификаций задавали окисление мети-
онина, ацетилирование N-конца белка, дезамиди-
рование аспарагина и глутамина.

Площади пиков (Area under the curve) были ис-
пользована для анализа данных в R (версия 4.1.2;
графический интерфейс 1.77, сборка High Sierra;
2021 г.). В первую очередь был проведен качествен-
ный анализ. Для каждой группы (недифференциро-
ванные (контрольные) и дифференцированные
остеобласты) отбирали белки, которые обнаружива-
лись не менее чем в двух из трех образцов, и количе-
ство уникальных белков для контрольных или диффе-
ренцированных остеобластов сравнивали с помощью
диаграммы Венна из пакета “ggvenn” (Yan, 2021).
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Для количественного анализа использовали бел-
ки, обнаруженные более чем в 4 образцах. Отсут-
ствующие значения были заполнены методом k-
ближайших соседей из пакета “imput” (Hastie et al.,
2022). Затем мы произвели логарифмическое преоб-
разование и квантильную нормализацию данных с
дальнейшим анализом дифференциальной экспрес-
сией с помощью пакета “limma” (Ritchie et al., 2015).
Мы также выполнили ординацию образцов с помо-
щью метода главных компонент (PCA) и разрежен-
ного дискриминантного анализа на основе частных
наименьших квадратов (sPLS-DA) из пакета “MixOm-
ics” (Rohart et al., 2017). Мы использовали пакеты
ggplot2 (Wickham, 2016) и EnhancedVolcano (Blighe et al.,
2022) для визуализации данных. На диаграмме рас-
сеивания мы представили дифференциально экс-
прессируемые белки между контрольными и диффе-
ренцированными остеобластами. На кратном изме-
нении Log2 мы показываем уровень изменения
экспрессии, на Log10P – логарифм скорректирован-
ного P-значения. Пунктирные линии отделяют дан-
ные со скорректированным значением P < 0.05 и
кратным изменением Log2 > |1|. Функциональная
аннотация белков была выполнена по Базе данных
для аннотации, визуализации и комплексного обна-
ружения (DAVID; версия 6.8) (https://david.ncifcrf.
gov/, по состоянию на 17 апреля 2022 г.).

Иммуноцитохимия. Для иммуноцитохимической
окраски клетки выращивали на покровных стеклах в
стандартных условиях культивирования. Затем клет-
ки промывали PBS и фиксировали 10 мин в 4%-ном
параформальдегиде, трижды промывали PBS и пер-
меабилизировали в 0.1%-ном Тритоне X-100 (на
PBS) в течение 10 мин с последующим блокировани-
ем в 1%-ном БСА (PBS) в течение 30 мин. Затем
клетки инкубировали в течение ночи при 4°С с пер-
вичными антителами к BMP-2/4 (sc-9003, Santa
Cruz, США), RUNX2 (ab76956; Abcam, США),
остеокальцину (ab93876; Abcam, США) и остеопон-
тину (sc-21742; Санта-Круз, США). Клетки трижды
промывали PBS и инкубировали со вторичными ан-
тителами, конъюгированными с Alexa488 (Invitro-
gen, США) в течение 1 ч при комнатной температу-
ре. Для визуализации ядер использовали краситель
DAPI. Микрофотографии были получены с помо-
щью микроскопа AxioObserver Microscope (Zeiss,
Германия) с программным обеспечением AxioVision
(Zeiss, Германия).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Остеобласты положительны на поздние маркеры

остеогенной дифференцировки, но все еще не способ-
ны к минерализации внеклеточного матрикса. Сначала
мы проводили иммуноцитохимическую окраску ос-
новных маркеров более поздних стадий остеогенной
дифференцировки (BMP-2/4, остеокальцин, остео-
понтин, RUNX2) и оценивали уровень минерализа-
ции ВКМ окрашиванием ализариновым красным в

стандартных условиях культивирования и после ин-
дукции остеогенной дифференцировки. Остеобла-
сты были положительными по всем анализируемым
маркерам (рис. 1а). Тем не менее, в стандартных
условиях культивирования на среде DMEM мы не
выявили минерализации ВКМ: образцы обоих доно-
ров не окрашивались ализарином (рис. 1б, лунки сле-
ва). Добавление остеогенных индукторов индуцирова-
ло дифференцировку в обоих образцах, подтверждая,
что клетки способны к остеогенной дифференциров-
ке (рис. 1б, лунки справа).

Остеобластам требуется минимальный физиологи-
ческий сдвиг, чтобы начать минерализацию внеклеточ-
ного матрикса. Протеомный анализ методом дробо-
вика выявил 2207 белковых групп, которые были
идентифицированы как минимум по двум пептидам
с величиной FDR < 1%. Мы начали с качественного
анализа. Для каждой группы (контрольной или диф-
ференцированной) отбирали белки, которые обна-
руживались не менее чем в двух из трех образцов.
Только 1785 таких белков были общими для всех об-
разцов, в то время как 142 белка были уникальными
для контрольных (недифференцированных) остеоб-
ластов и 111 – для дифференцированных (рис. 2в).
Список уникальных идентификаторов белков, спе-
цифичных для контрольных и дифференцирован-
ных остеобластов, приведен в дополненных матери-
алах (см. Приложение 1).

Анализ обогащения по базе данных Gene Ontolo-
gy показал, что белки, уникальные для контрольных
(недифференцированных) остеобластов (142 белка),
связаны со многими биологическими процессами,
среди которых организация внеклеточного матрикса
(P = 3.6 × 10–2), ангиогенез (P = 3.0 × 10–2), клеточный
цикл (P = 4.0 × 10–2), ремоделирование хроматина (P =
= 11.8 × 10–3) и сплайсинг мРНК (P = 2.2 × 10–3).

Белки, специфичные для дифференцированных
остеобластов, были вовлечены в такие процессы, как
регуляция трансляции (p = 3.7 × 10–3), метаболизм пи-
рувата (P = 2.4 × 10–4) и углерода (P = 5.3 × 10–2), орга-
низация внеклеточного матрикса (P = 1.7 × 10–3),
включая организацию коллагеновых фибрилл (P =
= 3.1 × 10–4) и актиновых микрофиламентов (P =
= 7.5 × 10–3), а также адгезию (P = 2.7 × 10–2), меж-
клеточные контакты (P = 4.9 × 10–2) и ангиогенез
(P = 2.6 × 10–3).

Затем мы провели количественный анализ, кото-
рый включал 1612 белков. На основе этого набора
данных мы выполнили кластеризацию наших образ-
цов с помощью метода PCA и разреженного дискри-
минантного анализа sPLS-DA (рис. 2a). Оба метода
выявили два кластера, поэтому остеобласты имели
разные протеомные профили до и во время диффе-
ренцировки остеобластов, несмотря на раннюю вре-
менную точку дифференцировки, которую использо-
вали для анализа (рис. 2а). Кроме того, мы провели
анализ дифференциальной экспрессии и обнаружили
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только девять дифференциально экспрессируемых
белков со скорректированным значением P менее
0.05 (рис. 2б). Семь из этих белков активировались, а
два подавлялись в ходе дифференцировки.

Анализ обогащения по базе данных Gene Ontolo-
gy показал, что белки, активируемые при остеоген-
ной дифференцировке, участвуют в связывании ри-
босом (P = 2.0 × 10–4), биогенезе клеточных мембран
(P = 2.8 × 10–4), негативной регуляции центральных
сигнальных путей (P = 1.0 × 10–3), связывании угле-
водов (P = 1.6 × 10–3), адгезии и миграции клеток.
Выявленные белки с пониженной регуляцией связа-
ны с организацией коллагеновых фибрилл и восста-
новлением тканей.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе мы сравнили протеомы осте-

областов, выделенных из костей взрослых, при стан-
дартном культивировании in vitro и на ранней стадии
остеогенной дифференцировки (5-е сут).

Мы выявили неожиданно небольшие протеом-
ные различия между контрольными и дифференци-
рованными остеобластами и только девять статисти-
чески значимых дифференциально экспрессирую-
щихся белков между ними. Это можно объяснить
тем, что остеобласты уже дифференцированы и име-
ют высокий уровень экспрессии специфичных бел-
ков костного внеклеточного матрикса и RUNX2 –
главного регулятора остеогенной дифференцировки
(рис. 1а). Анализ обогащения белков, идентифици-
рованных в остеобластах, выявил 29 белков, связан-
ных с термином “дифференциация остеобластов”.
Следовательно, большинство белков, необходимых

для минерализации ВКМ, уже присутствуют в осте-
областах. Мы не можем сделать вывод, являются ли
анализируемые клетки зрелыми остеобластами или
их предшественниками. Тем не менее, остеобласты
способны осуществлять минерализацию ВКМ толь-
ко в остеогенной среде, и для их перехода от проли-
ферации к минерализации матрикса необходимы
некоторые физиологические изменения (рис. 1б). В
случае такого незначительного сдвига протеома из-
менения могут быть связаны не с экспрессией бел-
ков, а с их посттрансляционными модификациями,
локализацией, белок-белковыми взаимодействиями
и многими другими факторами, влияющими на био-
логические функции белков, но упущенными в на-
ших данных протеомики дробовика.

Другим фактором, снижающим количество иден-
тифицируемых белков, является используемый ме-
тод кислой экстракции белков. Известно, что кость
плохо поддается протеомному анализу, поскольку
она минерализована. Поэтому большинство прото-
колов экстракции белка основаны на деминерализа-
ции кости с последующей солюбилизацией белка
(Cleland et al., 2012 ; Cleland, Vashishth, 2015). Деми-
нерализация является важным этапом экстракции
костного белка, который значительно увеличивает
выход белка (Jiang et al., 2007; Cleland, Vashishth,
2015). Таким образом, экстракция белка в кислой среде
является часто используемым методом (Jiang et al.,
2007). Однако большинство исследований протео-
мики костей основано на системах in vitro, таких как
культивируемые остеобласты и остеокласты. Как
правило, для выделения белков из культивируемых
остеобластов используются стандартные методы
экстракции, подходящие для мягких тканей. Также

Рис. 1. Иммуноцитохимическое окрашивание остеобластов антителами к остеогенным маркерам (а) и окрашивание ализа-
риновым красным контрольных и дифференцированных остеобластов от двух доноров (б).
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отмечается, что разные методы экстракции позволя-
ют выделять разные типы белков (Jiang et al., 2007).
Подобно методам, используемым для цельной ко-
сти, мы использовали кислотную экстракцию, но в
нашем случае это приводит к более низкому охвату
протеома по сравнению с нашим исследованием
протеомики дробовика с методами экстракции бел-
ка, специализированными для клеточных культур
(данные не показаны).

Тем не менее, мы обнаружили, что протеомы
контрольных и дифференцированных остеобластов
образуют отдельные кластеры как на графиках PCA,
так и на графиках sPLS-DA. Эти данные подтвер-
ждают физиологический сдвиг и дальнейшую диффе-
ренцировку остеобластов, индуцированную остеоген-
ной средой. В соответствие с этим минерализация
ВКМ выявлялась только в дифференцированных осте-
областах.

Рис. 2. Сравнение протеомных профилей остеобластов человека в контроле и на пятые сутки остеогенной дифференцировки.
а – Метод главных компонент (PCA) и разреженный дискриминантный анализ на основе частных наименьших квадратов
(sPLS-DA), представляющие кластеризацию протеомов контрольных и дифференцированных остеобластов. б – Диаграмма
рассеивания, демонстрирующая дифференциально экспрессируемые белки между контрольными и дифференцированными
остеобластами; Log2 fold change – уровень изменения экспрессии, −Log10P – логарифм скорректированного значения P.
Пунктирные линии отсекают данные со скорректированным значением P < 0.05 и кратным изменением Log2 > |1|. в – Диа-
грамма Венна показывает количество уникальных белков для контрольных или дифференцированных остеобластов.
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Мы идентифицировали только девять дифферен-
циально экспрессируемых белков. Семь из них акти-
вируются: нексилин (регулирует миграцию клеток
посредством ассоциации с актиновым цитоскеле-
том), NOMO1-3 (противодействует передаче сигна-
лов Nodal), N-ацетил-D-глюкозаминкиназа, альфа-
кристаллин В-цепи (малый белок теплового шока),
GOLGA4 (участвует в везикулярном транспорте) и
два белка с подавленной регуляцией (белок альфа, со-
держащий малый богатый глутамином тетратрикопеп-
тидный повтор (ко-шаперон), и люмикан – малый
протеогликан с повтором, богатым лейцином).

В то время как известно, что люмикан является
важным компонентом ВКМ кости (Raouf et al.,
2002), сигнальный путь Nodal ранее не был описан
при дифференцировке остеобластов. Мы предпола-
гаем, что эти белки связаны с усилением образова-
ния кристаллов гидроксиапатита, но их молекуляр-
ные функции требуют изучения в будущем.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Мы охарактеризовали ранние стадии остеоген-
ной дифференцировки остеобластов, выделенных
из фрагментов бедренной кости взрослых людей, с
помощью протеомики дробовика при кислотной
экстракции белка. Мы обнаружили, что, несмотря
на способность к пролиферации in vitro, эти клетки
имеют сходный с остеобластами протеом на 5-е сут
остеогенной дифференцировки, но мы обнаружили
некоторый физиологический сдвиг, который может
быть необходим для перехода от пролиферации к ми-
нерализации матрикса. Эти изменения в дифференци-
рованных остеобластах связаны со снижением проли-
феративной активности клеток и их участием в орга-
низации внеклеточного матрикса.
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Osteogenic Differentiation in vitro off Human Osteoblasts is Associated with Only Slight 
Shift in Their Proteomics Profile

I. A. Khvorovaa, D. A. Kostinaa, B. R. Zainullinab, E. A. Fefilovaa, E. S. Gromovaa, R. M. Tikhilovc, 
S. A. Bozhkovac, A. P. Seredac, V. V. Karelkinc, A. B. Malashichevaa, and A. A. Lobova, *
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bResource Centre for Molecular and Cell Technologies, St. Petersburg State University, St. Petersburg, 199034 Russia
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Fracture healing is a complex process in which the periosteum and endosteum become the main sources of osteo-
blast progenitor cells. However, cellular mechanisms and signaling cascades underlying the early stages of osteoblast
progenitors differentiation in adult bone are still not well understood. Therefore, we performed shotgun proteomics
analysis of primary culture of isolated human osteoblasts from femur of adult donors in undifferentiated conditions
and on the sixth day of osteogenic differentiation in vitro. This is an early timepoint in which we have observed no
extracellular matrix mineralization yet. 1612 proteins identified with at least two unique peptides were included in
proteomics analysis. Data are available via ProteomeXchange with identifier PXD033697. Despite the fact, that ma-
trix mineralization starts only after induction of osteogenic differentiation, we revealed unexpectedly weak physio-
logical shift associated with a decrease of cells proliferative activity and changes in proteins inVved in extracellular
matrix secretion and organization. We demonstrated that osteoblasts were positive for markers of later osteogenic
differentiation stages during standard cultivation: osteopontin, osteocalcin, BMP-2/4 and RUNX2. Therefore, fur-
ther differentiation required for matrix mineralization needs minimal physiological changes.

Keywords: osteoblasts, osteogenic differentiation, shotgun proteomics, bone, mass spectrometry
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Доказано, что стресс отца может влиять на фенотип потомков, вызывая соматические, поведенческие,
гормональные и молекулярные изменения. Одним из гипотетических механизмов, ответственных за пе-
редачу отцовских эффектов потомству, может быть изменение спектра регуляторных некодирующих РНК
в сперматозоидах. В настоящей работе мы исследовали влияние стресса отца в моделях посттравматиче-
ского стрессового расстройства (ПТСР) и депрессии на представленность малых РНК (микро- и piwiРНК)
в сперме стрессированных животных. Самцов крыс линии Wistar подвергали стрессу в двух парадигмах
(“стресс−рестресс” и “выученная беспомощность”), что приводит к развитию у модельных животных
ПТСР-подобного и депрессивно-подобного состояний соответственно. Через 48 суток после рестресса
получали препараты сперматозоидов, из которых выделяли РНК. Спектр малых РНК исследовали мето-
дом NGS-секвенирования. У самцов с ПТСР-подобным состоянием по сравнению с группой контроля
было выявлено изменение экспрессии 27 piwiРНК и 77 микроРНК. Среди мишеней этих миРНК можно
выделить гены, продукты которых могут быть вовлечены в такие механизмы передачи отцовских эффектов
потомству, как изменения метилирования ДНК, модификации гистонов и РНК-интерференции (Dnmt3a,
Setd5, Hdac1, Mllt10, Mtdh), а также гены, связанные с функционированием инсулиноподобного фактора
роста 2, экспрессия гена которого, как было показано ранее, изменена в ЦНС у потомства самцов с ПТСР-
подобным состоянием (Igf2, Igf2bp2, Igf2r). У самцов со смоделированным депрессивноподобным состоя-
нием изменений представленности малых РНК не зарегистрировано. Полученные результаты свидетель-
ствуют о выраженном влиянии стресса отца на спектр коротких некодирующих РНК в сперматозоидах у
крыс, однако это влияние зависит от характера стрессового воздействия.

Ключевые слова: стресс отца, депрессия, посттравматическое стрессовое расстройство, сперма, малыe не-
кодирующиe РНК, микроРНК, piwiРНК, крыса
DOI: 10.31857/S0041377123010078, EDN: GLBGPN

Последнее десятилетие ознаменовалось резким
ростом интереса к идее о том, что условия окружаю-
щей среды предков могут влиять на фенотип буду-
щих поколений. Очевидно, что матери играют гораз-
до большую роль в обеспечении раннего развития,
чем отцы, особенно у млекопитающих (Sharma,
2013; Yan, 2014). Возможность отцовского вклада в
потомство у многих видов ограничена сперматозои-
дами, благодаря чему могут быть созданы контроли-
руемые условия эксперимента для исследования ме-
ханизмов, ответственных за трансгенерационную

передачу эффектов влияния окружающей среды
(Rando, 2012; Harker et al., 2018; Duffy et al., 2021).

Эпидемиологические и ретроспективные исследо-
вания, проведенные на различных выборках, подтвер-
ждают идею о том, что у человека отцовский стресс
также может влиять на реактивность гипофизарно-ад-
ренокортикальной системы, риск развития посттрав-
матического стрессового расстройства (ПТСР), физи-
ческое и ментальное здоровье (Yehuda et al., 2007a,
2007b; Rodgers, Bale, 2015). Основными эксперимен-
тальными моделями, используемыми для изучения
связи воздействий окружающей среды на отца с фе-
нотипическими признаками потомства, являются
особенности питания (Dimofski et al., 2021) и различ-

Принятые сокращения: ДПС – депрессивно-подобное состоя-
ние; ПТСР – посттравматическое стрессовое расстройство;
ИФА – иммуноферментный анализ.

УДК 577.218
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ные психологические стрессовые состояния. При-
мерами последних может служить хронический пе-
ременный стресс (Rodgers et al., 2013) и стресс соци-
ального поражения (Dietz et al., 2011).

В качестве потенциальных эпигенетических меха-
низмов передачи отцовских эффектов могут выступать
изменение паттернов метилирования генома (в том
числе нарушения импринтинга), конденсации хрома-
тина, гистонового кода. Также важную роль могут иг-
рать регуляторные некодирующие РНК, как длинные,
так короткие (Yan, 2014; Rodgers et al., 2015; Yeshurun,
Hannan, 2019). Зрелые сперматозоиды у млекопита-
ющих изобилуют малыми РНК разных классов, в
связи с чем этот тип молекул рассматривается как
один из наиболее вероятных объектов, обеспечиваю-
щих влияние отцовского стресса на потомство (Full-
ston et al., 2013; Huang et al., 2013; Jodar et al., 2013; Kiani,
Rassoulzadegan, 2013; Chen et al., 2016). В ряде работ до-
казана роль микроРНК сперматозоидов в передаче эф-
фектов отцовского стресса потомству (Rodegrs et al.,
2013; Short et al., 2016).

Задача настоящей работы заключалась в сравне-
ние спектра малых некодирующих РНК в сперме
самцов крыс контрольных и крыс с сформированным
ПТСР-подобным и депрессивно-подобным состояни-
ем (ДПС), а также анализ возможных мишеней диф-
ференциально экспрессирующихся микроРНК.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Животные. Работа проведена на крысах линии
Вистар (аутбредная линия) из ЦКП “Биоколлекция
Института физиологии им. И.П. Павлова РАН для
исследования интегративных механизмов деятель-
ности нервной и висцеральных систем”. Использо-
вали самцов крыс в возрасте 3-х мес. и весом 250–
280 г. с соблюдением рекомендаций по этике работы
с животными, утвержденными правовыми актами
РФ, принципам Базельской декларации и рекомен-
дациям Комиссии по гуманному обращению с жи-
вотными Института Физиологии им. И.П. Павлова
РАН. Животных содержали в пластиковых клетках
(по 5 животных в клетку) на стандартной диете (грану-
лированный комбикорм) при свободном доступе к во-
де и пище и 12-часовом режиме смены дня и ночи.

Экспериментальные группы животных. Было
сформировано 3 группы животных: 1) с ПТСР-по-
добным состоянием, 2) с ДПС и 3) контрольная
группа (интактные самцы). В каждую группу вошли
5 животных. Самцов группы 1 подвергали стрессу с
использованием парадигмы “стресс–рестресс” (мо-
дель ПТСР). Вначале применяли комбинированное
стрессовое воздействие, состоящее из 2-часовой им-
мобилизации в узких пластиковых пеналах, 20-ми-
нутного плавания в стеклянных цилиндрах диамет-
ром 40 см и глубиной 60 см, заполненных водой при
температуре 24 ± 2°С, и далее после небольшой пау-
зы эфирный стресс в течение 1 мин. Далее через 7 сут

самцов подвергали повторному стрессу (рестрессу) в
виде 30-минутной иммобилизации с целью развития
стойкого ПТСР-подобного состояния (Пивина и
др., 2015). Критерием включения в группу было сни-
жение уровня кортикостерона в крови на 10-е сут
после рестресса по сравнению с контрольной груп-
пой. У самцов группы 2 вырабатывали ДПС в пара-
дигме “выученная беспомощность” (Czén et al.,
2016). Самцов подвергали неизбегаемому и некон-
тролируемому электрокожному раздражению в
клетке с токопроводящим полом размером 30 × 18 ×
× 20 см. Удары электрического тока (1 мА, 50 Гц)
длительностью 15 с подавались 60 раз в течение 1 ч с
длительностью интервала между ударами током от
15 до 54 с. Критерием включения в группу служило
повышение уровня кортикостерона в крови на 10-е
сут после действия стресса. Контрольных самцов
(n = 5) оставляли интактными.

Оценка уровня кортикостерона. Кровь для анализа
на содержание кортикостерона отбирали на 10-е сут-
ки после рестресса или неизбегаемого электрокож-
ного раздражения из хвостовой вены у животных
всех групп. Образцы крови центрифугировали
10 минут при 2500 об./мин, полученную плазму хра-
нили при −20°С. Уровень кортикостерона определя-
ли методом иммуноферментного анализа (ИФА) с
использованием коммерческих наборов в соответ-
ствии с инструкцией производителя (ХЕМА, Рос-
сия) и анализатора Multickan FS (Thermo Fisher Sci-
entific, Финляндия).

Для статистического анализа содержания корти-
костерона в крови использовали однофакторный
ANOVA и последующие парные post-hoc сравнения
(тест Тьюки) значений для каждой группы живот-
ных. Статистически значимыми считали различия
при p < 0.05.

Получение сперматозоидов. Через 48 сут после
стрессовых процедур (период, необходимый для
полного цикла созревания сперматозоидов) самцов
всех групп подвергали действию диэтилового эфира
в течение 3 мин, а затем декапитировали.

Сразу после забоя у самцов извлекали оба ка-
удальных эпидидимуса, которые помещали в нагре-
тый до 37°С стерильный сосуд с 1 мл 1-кратного
PBS, содержащий 1% бычьего сывороточного альбу-
мина. Эпидидимисы надрезали и инкубировали в
течение 30 мин при температуре 37°С, позволяя по-
движным сперматозоидам свободно всплыть. С це-
лью исключения загрязнения образцов соматически-
ми клетками жидкость, полученную после инкубации
эпидидимисов и содержащую сперматозоиды, подвер-
гали очистке в градиенте суспензии силиконовых
частиц SupraSperm System и среды для подготовки
сперматозоидов Sperm Preparation®Medium (оба
производства ORIGIO, Дания) согласно инструкции
производителя. Чистоту препаратов и число полу-
ченных сперматозоидов оценивали в камере Горяева
под световым микроскопом после окраски 1%-ным
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водным раствором эозина. Число выделенных по-
движных сперматозоидов составило 5.5 ± 0.5 млн на
образец, а статистически значимых различий по это-
му показателю между группами самцов не было.

NGS-секвенирование. Полученные сперматозои-
ды помещали в Trizol (ThermoFisher) и хранили при
−70°С до выделения РНК. Тотальную РНК выделя-
ли стандартным методом (гуанидин-тиоцианат-фе-
нол-хлороформной экстракции), качество выделен-
ной РНК (RIN) оценивали на Tapestation (Agilent,
США). Для приготовления и очистки библиотек
кДНК использовали кит QIAseq miRNA Library Kit
(Qiagen, Германия) согласно инструкции произво-
дителя. Для приготовления библиотек использовали
200 нг тотальной РНК от каждого образца. Секвени-
рование было проведено на платформе Illimina
HiSeq по протоколу, рекомендованному для малых
РНК (однонапревленное секвенирование, длина
прочтения 50 п.н., глубина секвенирования 1–5 млн
прочтений на образец). Приготовление библиотек и
секвенирование нового поколения (NGS) было про-
ведено одновременно для всех образцов.

Для каждого образца было получено от 2623091 до
3881243 прочтений, после биоинформатической
фильтрации по качеству количество прочтений на
образец в среднем составило 1600000. После вырав-
нивания в среднем 32.5% прочтений были анноти-
рованы как известные малые РНК разных классов
(микроРНК, piwiРНК, тРНК), еще 30.5% прочтений
были охарактеризованы как фрагменты рРНК и
мРНК. Оставшиеся прочтения были аннотированы
как картированные не охарактеризованные фраг-
менты. Для анализа дифференциальной экспрессии
использовали матрицу количества чтений на ген без
нормализации. Для оценки дифференциальной экс-
прессии коротких РНК использовали пакет DESeq2
R (Love et al., 2014). Оценку дифференциальной экс-
прессии в DESeq2 проводили только для микроРНК
и piwiРНК с суммарным числом считываний ≥15 по
всем образцам. Заключение о дифференциальной
экспрессии микроРНК и piwiРНК производили, ес-
ли абсолютное значение log2-кратного изменения
(log2 fold change) было >0.5, а значение р, с учетом
поправки на множественные сравнения, было <0.05.

Реактивы. Использовали силиконовые частицы
SupraSperm System, среду для подготовки спермато-
зоидов Sperm Preparation®Medium (ORIGIO, Да-
ния), Тризол (ThermoFisher, США), набор для при-
готовления и очистки библиотек кДНК QIAseq miR-
NA Library Kit (Qiagen, Германия), ИФА-набор для
определения кортикостерона в сыворотке крови
(ХЕМА, Россия).

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлено содержание кортикосте-
рона в плазме крови контрольных самцов, самцов с
моделированным ПТСР или моделированной де-

прессией на 10-е сут после действия стресса. Одно-
факторный ANOVA показал статистически значи-
мое влияние фактора группа животных на уровень
кортикостерона (F2, 14 = 23.3, p < 0.0001). Дополни-
тельный анализ post-hoc выявил, что у самцов с моде-
лированным ПТСР наблюдается сниженный уро-
вень кортикостерона в крови, тогда как у самцов с
моделированнной депрессией, напротив, уровень
кортикостерона повышается по сравнению с кон-
трольными самцами, что соответствует ПТСР-по-
добному или ДПС соответственно.

В трех группах животных (модель ПТСР, модель
депрессии, контрольная группа) было проведено
NGS-секвенирование коротких РНК, выделенных
из сперматозоидов. После фильтрации по качеству в
каждом образце было обнаружено в среднем 1600000
прочтений, из которых 14% были аннотированы как
микроРНК, 7.5% – как piwiРНК, 26% – как фраг-
менты рРНК, 11% – как фрагменты тРНК, 4.5% –
как фрагменты мРНК, что в целом соответствует
данным литературы о содержании коротких РНК в
сперматозоидах (Peng et al., 2012; Short et al., 2016).
Всего в образцах было обнаружено 335 видов pi-
wiРНК и 635 микроРНК. В результате дальнейшего
анализа нам удалось выявить сходные изменения
экспрессии микро- и piwiРНК во всех образцах
группы с моделированным ПТСР по сравнению с
контрольной группой (р < 0.05). Дифференциальная
экспрессия была выявлена для 27 piwiРНК (экспрес-
сия 8 piwiРНК была понижена, 19 – повышена) и для
77 микроРНК (повышена экспрессия у 32 мик-
роРНК и понижена – у 45 микроРНК) (рис. 2). Спи-
сок коротких РНК, экспрессия которых в наиболь-
шей степени изменена в сперматозоидах самцов с
сформированным ПТСР-подобным состоянием,
представлен в табл. 1.

Различия между группой животных с ДПС и кон-
трольной группой оказались крайне незначительны-

Рис. 1. Содержание кортикостерона (СК, нмоль/л) в кро-
ви самцов крыс контрольной группы (К), самцов с моде-
лированным ПТСР (1) и самцов с моделированной де-
прессией (2) через 10 сут после стрессорного воздей-
ствия. Различия с контрольной группой достоверны при
*P < 0.001 (тест Тьюки).
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Рис. 2. Тепловая карта дифференциально экспрессирующихся коротких некодирующих РНК у крыс экспериментальных и
контрольной групп. В верхнем левом углу показана цветовая шкала дифференциальной экспрессии. Животные: X1–X5 – жи-
вотные с ПТСР-подобным состоянием, X6–X10 – группа с депрессивно-подобным состоянием, X11–X15 – группа контроля.
Хорошо видно, что группа с моделированной депрессией неоднородна: животные X6, X7 и X8 по паттерну экспрессии похожи
на группу с ПТСР, а X9 и X10 – на группу контроля.
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ми. Достоверные отличия были выявлены только
для двух piwiРНК (rno_piR_019288 и
rno_piR_016741), экспрессия которых была повыше-
на в группе ДПС. В целом образцы, полученные от жи-
вотных этой группы, оказались неоднородными – экс-
прессия коротких РНК в трех образцах (Х6, Х7 и Х8)
была схожа с наблюдаемой в группе самцов с ПТСР,
а еще два образца (Х9 и Х10) демонстрировали пат-
терн экспрессии, сходный с группой контроля (рис. 2).
Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о выраженном влиянии ПТСР-подобного
состояния самцов на паттерн экспрессии коротких
РНК в сперматозоидах по сравнению с контрольной
группой, и отсутствии однозначного влияния ДПС
на этот показатель.

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время накоплено большое количе-
ство экспериментальных и эпидемиологических
данных, указывающих на влияние отцовского стрес-
са на физиологические функции и поведение потом-
ков. На лабораторных грызунах в ряде эксперимен-
тов, использующих различные модели стрессовых
воздействий, было установлено, что у потомков
стрессированных самцов усиливается ДПС и тре-
вожное поведение (Franklin et al., 2010; Dietz et al.,
2011). Отметим, что в этих исследованиях самцов
подвергали действию стрессов, которые у лабора-
торных грызунов формируют депрессивно-подоб-
ное состояние, проявляющееся не только в соответ-
ствующих изменениях поведения, но и в повышенной
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Таблица 1. МикроРНК и piwiРНК, дифференциально экспрессирующиеся в сперматозоидах самцов крыс с моделиро-
ванным ПТСР-подобным состоянием по сравнению с самцами контрольной группы

Тип РНК и изменение экспрессии
в группе с ПТСР Название Кратность изменения 

(log2 fold change) Padj

piwiРНК, повышение экспрессии rno_piR_005879 2.96 0.0004
rno_piR_005900 1.915 5.038e-05
rno_piR_000753 1.83 0.0007
rno_piR_001415 1.84 0.0002
rno_piR_005552 1.74 9.6e-05
rno_piR_001414 1.69 5.04e-05
rno_piR_005595 1.74 0.0003
rno_piR_005901 1.69 2.9e-05
rno_piR_035999 3.32 0.033
rno_piR_033897 3.3 0.046
rno_piR_013610 1.75 0.013
rno_piR_015975 1.46 0.037
rno_piR_038396 1.34 0.0015
rno_piR_008131 1.31 0.0003
rno_piR_001199 1.27 0.0067
rno_piR_000194 1.30 0.0031
rno_piR_000934 1.27 0.032
rno_piR_005567 1.11 0.0031
rno_piR_022621 0.79 0.030

piwiРНК, снижение экспрессии rno_piR_030373 −1.5318 0.009
rno_piR_000552 −1.5734 2.9e-05
rno_piR_021540 −2.0849 0.0002
rno_piR_028038 −2.0892 0.024
rno_piR_010135 −1.3756 0.038
rno_piR_015914 −0.93 0.033
rno_piR_011541 −1.02 0.022
rno_piR_000219 −1.1 0.033

микроРНК, повышение экспрессии rno-miR-375-3p 1.70152 0.0007
rno-miR-106b-3p 1.67601 0.002
rno-let-7a-5p 1.65067 0.0002
rno-let-7d-5p 1.59074 0.0045
rno-miR-3596b 1.54832 0.0021
rno-let-7c-5p 1.08706 0.0045
rno-let-7b-5p 1.13304 0.007
rno-let-7e-5p 1.01823 0.011
rno-miR-34c-5p 1.38827 0.017
rno-miR-30d-5p 0.90920 0.032
rno-miR-103-3p 0.89165 0.009
rno-miR-185-5p 0.83723 0.012
rno-miR-98-5p 1.03522 0.014
rno-miR-26a-5p 0.61820 0.041
rno-miR-3596a 1.35 0.00024
rno-miR-149-3p 1.23 0.0092
rno-miR-425-5p 1.21 0.007
rno-miR-132-3p 1.16 0.041
rno-let-7b-3p 1.1 0.014
rno-miR-3102 1.07 0.041
rno-miR-34b-3p 1.05 0.037
rno-miR-331-3p 1.05 0.033
rno-miR-196b-5p 1.04 0.022
rno-miR-98-5p 1.035 0.014
rno-miR-34c-3p 0.97 0.037
rno-miR-7a-1-3p 0.93 0.031
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Padj – значение P с поправкой на множественные сравнения.

rno-miR-146b-5p 0.91 0.0044
rno-miR-103-3p/107-3p 0.89 0.0099
rno-miR-342-3p
rno-miR-369-3p 0.86 0.025
rno-let-7g-5p 0.74 0.033
rno-let-7i-5p 0.71 0.035
rno-miR-148b-3p 0.63 0.044

0.60 0.026
микроРНК, rno-miR-411-3p −1.63 1.05e-05
снижение экспрессии rno-miR-503-3p −1.69 0.0012

rno-miR-207 −1.70 0.00017
rno-miR-142-5p −1.71 0.027
rno-miR-539-3p −1.87 0.012
rno-miR-30a-3p −0.73 0.013
rno-miR-185-3p −0.79 0.0145
rno-miR-30e-3p −1.08 0.0073
rno-miR-101a-3p −1.32 0.0002
rno-let-7a-1-3p/7c-2-3p −0.94 0.0198
rno-miR-29b-3p
rno-miR-3556b −0.80 0.0166
rno-miR-743b-3p −0.63 0.0032
rno-miR-3587 −0.73 0.037
rno-miR-672-5p −0.84 0.009
rno-miR-126a-5p −0.90 0.037
rno-miR-27b-3p −0.91 0.0031
rno-miR-203a-3p −0.91 0.0036
rno-miR-3065-5p −0.92 0.0070
rno-miR-497-5p −0.97 0.034
rno-miR-758-3p −0.97 0.0062
rno-miR-27a-3p −0.97 0.039
rno-miR-3542 −1.00 0.012
rno-miR-503-5p −1.03 0.021
rno-miR-210-3p −1.07 0.036
rno-miR-3583-3p −1.08 0.006
rno-miR-3590-5p −1.09 0.027
rno-miR-130a-3p −1.10 0.032
rno-miR-3574 −1.14 0.014
rno-miR-29c-3p −1.15 0.0053
rno-miR-3072 −1.19 1.4e-05
rno-miR-203b-5p −1.19 0.016
rno-miR-24-2-5p −1.25 0.0066
rno-miR-149-5p −1.29 0.046
rno-miR-301a-3p −1.3 0.0056
rno-miR-532-5p −1.3 0.023
rno-miR-592 −1.31 0.00023
rno-miR-203a-5p −1.32 0.011
rno-miR-542-3p −1.32 0.0045
rno-miR-31a-3p −1.33 0.0070
rno-miR-126a-3p −1.35 0.0036
rno-miR-224-3p −1.35 0.0004
rno-miR-322-5p −1.36 0.024
rno-miR-3357 −1.45 0.018

−1.45 0.0062

Тип РНК и изменение экспрессии
в группе с ПТСР Название Кратность изменения 

(log2 fold change) Padj

Таблица 1. Окончание
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секреции глюкокортикоидов, что также характерно
для больных депрессией (Czén et al., 2016).

Экспериментальные исследования на человеке
не проводятся по очевидным причинам, однако в
эпидемиологических исследованиях также была об-
наружена связь между стрессом отца и физиологиче-
скими и психологическими особенностями потом-
ства. Показано, что в семьях больных ПТСР наблю-
дается усиление ПТСР-подобных симптомов у их
потомков, хотя такие потомки воздействию какого-
либо травматического стресса не подвергались. (Ye-
huda et al., 2007a, 2007b). Таким образом, можно счи-
тать доказанным то, что психопатология отца, свя-
занная со стрессовым воздействием, оказывает спе-
цифическое влияние на потомков.

В настоящее время в качестве основного меха-
низма передачи эффектов отцовского стресса по-
томкам рассматривается эпигенетическая модифи-
кация генома в сперматозоидах, связанная с метили-
рованием ДНК, модификацией гистонов и
экспрессией некодирующих РНК, в том числе мик-
ро- и piwiРНК (Rodgers et al., 2015; Morgan et al., 2019,
2020; Xavier et al., 2019). Такие модификации с боль-
шей вероятностью могут происходить только в зре-
ющих сперматозоидах на стадиях от сперматогониев
до сперматид (Ly et al., 2015). В настоящей работе мы
сосредоточились на анализе влияния модельной
психопатологии отца на содержание в сперме корот-
ких РНК, играющих важнейшую роль в регуляции
экспрессии генов и обеспечивающих нормальный
сперматогенез.

МикроРНК играют критическую роль в регуля-
ции экспрессии большого числа генов, действуя в
основном на пост-транскрипционном уровне, хотя
не исключена возможность их воздействия на струк-
туру хроматина, и, следовательно, транскрипцион-
ную активность генов. В настоящий момент у чело-
века аннотировано 2656, у мыши – 1978 и у крысы
(R. norvegicus) – 764 микроРНК (http://www.mirdb.org/
statistics.html). МикроРНК регулируют ключевые
процессы в эмбриональном развитии и дифферен-
цировке; продукты некоторых генов, регулируемых
микроРНК, играют важную роль в процессах спер-
матогенеза. Дисрегуляция продукции микроРНК в
процессе созревания сперматозоидов рассматрива-
ется как одна из причин мужского бесплодия (Ka-
malidehghan et al., 2020). Кроме того, нормальный
паттерн экспрессии микроРНК в сперме имеет осо-
бое значение в контроле транскриптомного гомео-
стаза зиготы (Yuan et al., 2016; Guo et al., 2017). Важ-
но, что измененный паттерн экспрессии микроРНК
в сперме может быть передан потомству (Godia et al.,
2018).

Другой класс малых некодирующих РНК, обиль-
но представленный в сперматозоидах – это pi-
wiРНК. Данный тип РНК обнаруживаются преиму-
щественно в клетках зародышевой линии и в спер-
матозоидах; они несколько длиннее, чем микроРНК

(26–32 нуклеотида). Биогенез piwiРНК до конца не
изучен. Основная функция, которую выполняет этот
класс молекул, действуя совместно с белками PIWI,
по которым они получили свое название – это пост-
транскрипционный сайленсинг транспозонов
(Czech et al., 2108; Ozata et al., 2019). Считается, что
piwiРНК могут выполнять какие-то регуляторные
функции, однако точные механизмы этого остаются
неизвестными.

Выраженные статистически значимые отличия
содержания в сперме микро- и piwiРНК мы обнару-
жили у самцов с моделированным ПТСР при срав-
нении их с группой контроля. Дифференциальная
экспрессия была выявлена для 27 piwiРНК и для
77 микроРНК. В наибольшей степени (более чем в
3 раза) была повышена экспрессия микроРНК rno-
miR-375-3p, rno-miR-106b-3p, rno-let-7a-5p, rno-let-
7d-5p; среди микроРНК с наиболее значимым сни-
жением экспрессии можно выделить rno-miR-539-
3p, rno-miR-142-5p, rno-miR-207, rno-miR-503-3p
(см. табл. 1). Различия между группой ДПС и кон-
трольной группой были крайне незначительными.
Достоверные отличия были выявлены только для
двух piwiРНК (rno_piR_019288 и rno_piR_016741),
экспрессия которых была повышена в группе ДПС.
Стоит заметить, что результаты этой группы оказа-
лись весьма неоднородными (рис. 2). Два образца
(Х9 и Х10) по паттерну экспрессии коротких РНК
напоминали образцы группы контроля, а остальные
три образца были похожи на группу с моделирован-
ным ПТСР.

Нельзя исключить того, что при действии стресса
в парадигме выученной беспомощности не все сам-
цы развивают классическое ДПС, и без дополни-
тельного контроля не только уровня кортикостерона
в крови, но и какого-то еще признака из ДПС, на-
пример, изменений поведения стрессированных
самцов, нам не удалось создать однородную группу
экспериментальных животных. С другой стороны,
мы показали ранее, что эффекты отцовской психо-
патологии значительно менее выражены в группе с
ДПС, и возможно, что при стрессовом воздействии
такого рода изменение экспрессии коротких РНК в
сперме может иметь вероятностный характер. В це-
лом, ПТСР-подобное состояние самцов оказывает
несомненное воздействие на паттерн экспрессии
коротких РНК в сперматозоидах, в то время как вли-
яние ДПС отца на этот показатель нуждается в уточ-
нении.

Ранее в ряде исследований других авторов были
предприняты попытки оценить влияние стресса сам-
цов на содержание в сперматозоидах некоторых мик-
роРНК. Так, в одном из исследований, (Rogers et al.,
2013), с использованием метода ПЦР в реальном
времени с обратной транскрипцией (ПЦР-РВ-ОТ)
авторы обнаружили в сперме самцов мышей, под-
вергнутых хроническому умеренному стрессу в пе-
риод сперматогенеза, повышение содержания 9
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микроРНК (miR29-а, miR30-a, miR30c, miR32,
miR193, miR204, miR375, miR532-3p, miR698). В
другой работе, в которой изучали последствия хро-
нического введения самцам мышей кортикостеро-
на, показано увеличение в сперме содержания дру-
гих микроРНК (miR98, miR144, miR190b) (Short et
al., 2016). В иссследовании с помощью NGS экспрес-
сии микроРНК в сперме взрослых мышей, подверг-
нутых длительному отъему от матери, авторы обна-
ружили повышение в ней miR-200b-3p, miR-672-5p,
miR-375-3р, miR-375-5р, miR-46-5p (Gapp et al.,
2014).

Следует отметить, что эти исследования были
проведены на мышах, геном которых аннотирован
гораздо лучше, чем у крыс, а авторы использовали
различные системы анализа экспрессии коротких
РНК (ПЦР-РВ-ОТ и NGS). Тем не менее, мы обна-
ружили частичное совпадение полученных нами ре-
зультатов с этими данными из литературы. Так, по
нашим данным, в наибольшей степени в сперме
самцов с ПТСР-подобным состоянием увеличена
экспрессия miR-375-5р, что было выявлено и в упо-
мянутых выше работах (Rogers et al., 2013; Gapp et al.,
2014). Повышение экспрессии miR-30 (в нашей ра-
боте, прежде всего, rno-miR-30d-5p) тоже было от-
мечено другими авторами (Rogers et al., 2013). Таким
образом, несмотря на различия модельных объек-
тов, используемых типов стрессовых воздействий и
других деталей, изменение экспрессии некоторых
микроРНК при отцовском стрессе может носить
универсальный характер.

Список некоторых из предполагаемых генов-ми-
шеней для микроРНК, экспрессия которых изменя-
ется в сперматозоидах самцов с моделированным
ПТСР, представлен в табл. 2. Анализируя возмож-
ные мишени, мы выделили две группы генов, кото-
рые, с нашей точки зрения, представляют особый
интерес. Это, во-первых, гены, продукты которых
участвуют в метилировании ДНК (Dnmt3a), моди-
фикациях гистонов через метилирование и деацети-
лирование (Setd5, Hdac1, Mllt10) и в регуляции РНК-
интерференции (Tnrc6b, Mtdh). Для нашего исследо-
вания эти гены представляют значительный инте-
рес, потому что все они вовлечены в гипотетические
механизмы передачи отцовских эффектов потом-
ству, а установленные в гаметах или в раннем эмбри-
оне эпигенетические метки, влияющие на их работу,
способны привести к очень широкому спектру по-
следствий.

Другую группу, выделенную нами, составили ге-
ны, связанные с функционированием инсулинопо-
добного фактора роста 2 (Igf2, Igf2bp2, Igf2r). Ранее
мы показали, что экспрессия гена Igf2 изменена в
ЦНС у потомства самцов с ПТСР-подобным состо-
янием (Ordyan et al., 2020; Ордян и др., 2021а, 2021б).

В их регуляции задействованы многочисленные
микроРНК семейств let-7, а также miR-30 и miR-185.
Мы обнаружили кооперативное повышение экс-
прессии микроРНК семейства let-7, которое может
иметь широкий спектр последствий, так как эти мо-
лекулы вовлечены в регуляцию гомеостаза глюкозы
и чувствительности к инсулину, а также в регуляцию
метилирования гистонов через ген Mllt10. Известно,
что повышенная экспрессия микроРНК из семей-
ства let-7 у мышей снижает размер тела и его массу
вследствие уменьшения массы жира и ухудшении
толерантности к глюкозе (Frost et al., 2011). В свою
очередь, мы выявили ранее торможение соматическо-
го развития в ранний неонатальный период у потомков
отцов с моделированным ПТСР (Ordyan et al., 2021).
Вопрос о том, может ли изменение экспрессии мик-
роРНК семейства let-7 в сперматозоидах самцов
оказать влияние на соматическое развитие потом-
ков, остается открытым и нуждается в дальнейшем
исследовании. Принципиальная возможность влия-
ния микроРНК, введенных в зиготу, на фенотип по-
томков, была доказана (Rodgers et al., 2015).

Таким образом, мы показали, что ПТСР-подоб-
ное состояние самцов, которое моделировали в па-
радигме “стресс−рестресс”, влияет на спектр малых
РНК (микроРНК и piwiРНК) в сперме. Выявленные
отдельные совпадения с изменениями спектра ко-
ротких РНК у других авторов при использовании
других моделей стрессовых воздействий и других ви-
дов животных и человека свидетельствует об универ-
сальном характере изменения экспрессии некото-
рых микроРНК вследствие отцовского стресса.
Дальнейшие исследования в этом направлении, в
том числе с использованием спермы человека, могут
способствовать выявлению специфических биомар-
керов в сперме, которые будут свидетельствуют о не-
благоприятном прогнозе для здоровья потомства и
смогут служить диагностическим критерием неже-
лательности зачатия при воздействии стрессов на
отца.
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Changes in the Content of Small Non-Coding RNAs in Spermatozoa as a Possible 
Mechanism of Transgenerational Transmission of the Effects of Paternal Stress: 
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It has been proven that the stress of the father can affect the phenotype of offspring, causing somatic, behavioral,
hormonal and molecular changes. One of the hypothetical mechanisms responsible for the transmission of paternal
effects to offspring may be a change in the spectrum of regulatory non-coding RNAs in spermatozoa. In this paper,
we investigated the effect of paternal stress in models of post-traumatic stress disorder (PTSD) and depression on
the representation of small RNAs (micro- and piwiRNAs) in the sperm of stressed animals. Male Wistar rats were
subjected to stress in two paradigms (“stress–restress” and “learned helplessness”), which leads to the development
of PTSD-like and depressive-like states in model animals, respectively. 48 days after the restress, sperm preparations
were received and RNA was isolated. The spectrum of small RNAs was studied by NGS sequencing. In males with
a PTSD-like condition, a change in the expression of 27 piwi RNAs and 77 microRNAs was detected compared with
the control group. Among the targets of these miRNAs, it is possible to identify genes whose products may be in-
volved in such mechanisms of transmission of paternal effects to offspring as changes in DNA methylation, histone
modifications and RNA interference (Dnmt3a, Setd5, Hdac1, Mllt10, Mtdh), as well as genes associated with the
functioning of insulin-like growth factor 2, the expression of which as previously shown, it is altered in the central
nervous system in the offspring of males with a PTSD-like condition (Igf2, Igf2bp2, Igf2r). No changes in the rep-
resentation of small RNAs were registered in males with a simulated depression-like state. The results indicate a pro-
nounced effect of paternal stress on the spectrum of short non-coding RNAs in sperm cells in rats, however, it de-
pends on the nature of the stress effect.

Keywords: paternal stress, depression, post-traumatic stress disorder, sperm, small noncoding RNAs, microRNAs,
piwiRNAs, rat
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Воздействие на солидные опухоли струей холодной плазмы (ХПС) является инновационным подходом,
который активно начали разрабатывать лишь в последнее десятилетие. Вследствие этого актуальны иссле-
дования, направленные на выявление условий селективности такого воздействия на опухолевые клетки,
в том числе в составе 3D-моделей, имитирующих злокачественные новообразования. Известно, что ос-
новные цитотоксические эффекты ХПС обуславливают активные формы кислорода и азота, которые об-
разуются в потоке плазмы, и доступность которых может отличаться для клеток в классических 2D- и 3D-
моделях культивирования. В настоящей работе использовали многоклеточные сфероиды из клеток
MCF7-EGFR с гиперэкспрессией рецептора эпидермального фактора роста (EGFR), клетки родитель-
ской линии аденокарциномы молочной железы MCF7, а также клетки нетрансформированной молочной
железы человека MCF10A. Облучение сфероидов MCF7-EGFR вело к деструкции многоклеточных 3D-
структур на отдельные клетки с активацией в них процессов гибели. Показано, что клетки облученных
сфероидов подвергаются фагоцитозу активированными макрофагами. При сравнении прямого воздей-
ствия ХПС и культивирования сфероидов MCF7-EGFR в среде, облученной ХПС (СО-ХПС), обнаружено
большее содержание активных форм кислорода и азота в клетках сфероидов при культивировании в облу-
ченной среде, что далее ведет к большему цитотоксическому эффекту, чем при прямом облучении. Пока-
зано, что цитотоксические свойства СО-ХПС лучше сохраняются при хранении такой среды при 4, чем
при −20°С. Таким образом, для индукции гибели опухолевых клеток в составе сфероидов добавление
культуральной среды, облученной ХПС, было эффективнее, чем прямое облучение клеток.

Ключевые слова: 3D-сфероиды, холодная плазменная струя, противоопухолевая терапия, активные формы
кислороды, EGFR, аденокарцинома молочной железы
DOI: 10.31857/S004137712301008X, EDN: GLBBFZ

Проблема недостаточной эффективности суще-
ствующих методов терапии онкобольных обусловле-
на тем, что многообразие генетических дефектов
опухолевых клеток и их сочетаний делает опухоли
высокогетерогенными, что, в свою очередь, диктует

необходимость дифференцированных подходов к
лечению. Рак молочной железы (РМЖ) – наиболее
частое злокачественное новообразование у женщин,
которое занимает второе место в структуре смертности
населения от злокачественных новообразований во
всем мире, уступая только раку легкого (Sung et al.,
2021). Поэтому, разработка новых подходов к терапии
солидных опухолей не теряет своей актуальности.

В настоящее время активно развивается плазмен-
ная медицина, исследующая электромагнитное и
химическое воздействие плазменных образований
на биологические объекты, изменяющих гомеостаз
клетки. Стимулированные плазмой химические ре-

Принятые сокращения: АФА – активные формы азота; АФК –
активные формы кислорода; ЗМП – заземленная металличе-
ская подложка; МТТ-реагент – 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-
дифенил-тетразолиум бромид; РМЖ – рак молочной железы;
СО-ХПС – среда, облученная ХПС; УФО – ультрафиолетовое
облучение; ХПС – холодная плазменная струя; EGFR – рецеп-
тор эпидермального фактора роста; H2DCFDA – 2',7'-дихлор-
одигидрофлуоресцеина диацетат; PMA – форбол-12-миристат
13-ацетат.

УДК 577.33



40

ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 1  2023

ПАТРАКОВА и др.

акции в жидкости и в клетке ведут к повышению
концентраций кислород- и азотсодержащих актив-
ных радикалов и ионов, которые взаимодействуют с
клеточными структурами и молекулами, повреждая
их и вызывая клеточную гибель. Газоразрядная не-
равновесная плазма, применяемая в плазменной ме-
дицине, состоит из низкоэнергетичных ионов и вы-
сокоэнергетичных электронов, ионизующих газ и
генерирующих радикалы, вступающие в реакции со
всеми основными типами биополимеров клетки –
липидами, углеводами, белками и нуклеиновыми
кислотами (Attri et al., 2015; Klinkhammer et al., 2017).
Температура газа в плазменной струе остается близ-
кой к температуре тела человека, что делает возмож-
ным ее использование в медицинских целях. Приме-
нение именно инертных газов в плазменных струях
обусловлено низким напряжением пробоя таких га-
зов (порядка нескольких кВ). В основном, в качестве
рабочего газа используются аргон и гелий, что связа-
но с их доступностью. 

Успешное применение холодной плазмы для за-
живления поверхностных ран, атопических дерма-
титов и диабетической стопы у человека указывало
на то, что применение ХПС также будет безопасно
при облучении зоны опухоли (Domonkos et al., 2021).
В 2015 г. пациенты с немелкоклеточной карциномой
головы и шеи с изъязвлeнными опухолями были
подвергнуты облучению холодной плазмой, в ре-
зультате чего был достигнут ряд терапевтических
эффектов: уменьшение бактериальной нагрузки, ча-
стичное заживление язв и, в некоторых случаях, тор-
можение роста опухоли в зоне прямого воздействия
плазмы (Metelmann et al., 2015).

Поскольку в экспериментах in vitro показана чув-
ствительность опухолевых клеток различного гисто-
логического происхождения к действию холодной
плазмы и культуральной среды, облученной плаз-
мой (СО-ХПС), потенциал этого метода для проти-
воопухолевой терапии оценивают как многообеща-
ющий, и уже определены категории больных, для
которых облучение холодной плазмой может иметь
значительные терапевтические эффекты (Dai et al.,
2018). В то же время, число исследований биологиче-
ских и химических эффектов холодной плазмы в отно-
шении 3D-клеточных моделей опухолей, позволяю-
щих выявить параметры облучения, при которых эф-
фективно подавляется пролиферация большинства
опухолевых клеток в составе сфероида, пока невелико
(Judée et al., 2016; Wiegand et al., 2016; Xu et al., 2016;
Wanigasekara et al., 2022).

Применение 3D-клеточных моделей для докли-
нических исследований по сравнению с классиче-
скими 2D-моделями имеет ряд преимуществ: они
более точно отражают межклеточные взаимодействия,
пространственную организацию рецепторов клеточ-
ной поверхности, распределение метаболитов и кис-
лорода в межклеточном пространстве (Ferreira et al.,
2018; Colombo, Cattaneo 2021; Salinas-Vera et al., 2022).

Поэтому использование 3D-сфероидов в качестве
модели для облучения ХПС имеет существенное
значение для последующей трансляции метода в
клиническую практику.

В настоящей работе для облучения применяли га-
зоразрядное устройство, генерирующее последова-
тельность стримеров при синусоидальном рабочем
напряжении с диапазоном частоты 13–40 кГц. Стри-
меры распространялись от плазменного устройства
по струе гелия или аргона в окружающем воздухе
при атмосферном давлении и касались облучаемых
объектов (клеток или культуральной среды). Способ
воздействия плазмой, когда стримеры касались непо-
средственно клеток, называется прямым облучением,
в отличие от опосредованного воздействия, когда
плазмой облучается питательная среда (СО-ХПС), ко-
торая затем добавляется к клеткам.

Оптимизация условий облучения для преимуще-
ственной гибели опухолевых клеток входила в зада-
чи нашего исследования. Нам удалось определить
длительность облучения, обеспечивающую преиму-
щественную гибель раковых клеток человека для
условий с заземленным электродом под планшетом
с клетками и без него. Мы показали, что как прямое
облучение, так и культивирование клеток в присут-
ствии СО-ХПС, снижает жизнеспособность клеток
MCF7 в дозозависимом режиме. Далее были изуче-
ны эффекты прямого облучения плазмой и СО-ХПС
в отношении сфероидов РМЖ.

В качестве 3D-клеточной модели для исследова-
ния эффектов ХПС в работе использовали получен-
ную нами ранее линию MCF7-EGFR, растущую
преимущественно в виде сфероидов без использова-
ния гидрогелей и факторов роста (Troitskaya et al.,
2021).

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Реактивы и материалы. Использовали: культу-
ральные среды IMDM, RPMI-1640, DMEМ, терми-
чески инактивированную эмбриональную сыворот-
ку телят (FBS) и раствор антибиотиков-антимико-
тиков (пенициллин, стрептомицин, амфотерицин)
(GIBCO, Life Technologies, США), GlutaMAXTM

(GIBCO, Invitrogen, Франция), раствор йодистый
пропидий (BD Pharmingen Apoptosis Detection Kit;
BD Biosciences, США), натрий-фосфатный буфер
(PBS), 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенил-тет-
разолиум бромид (МТТ), форбол-12-миристат 13-
ацетат (PMA; Sigma-Aldrich, США), H2DCFDA и
StemPro™ Accutase (Thermo Fisher Scientific, США),
красители цитоплазмы Cell Tracker Green и Cell
Tracker Red (Life Technologies, США), ДМСО (Реа-
хим, Москва, Россия), флаконы для культивирова-
ния с площадью поверхности 25 см2 (TPP, Швейца-
рия), 96-луночные планшеты и 6-луночные планшеты
(Thermo Scientific, Япония), электронные планшеты
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E-планшеты RTCA (ASEA Biosciences, США), набор
реагентов Griess Reagent System (Promega, США).

Оборудование. Использовали: центрифугу Mini-
spin (Eppendorf, Германия), СО2-инкубатор (Herae-
us, Германия), инвертированный флуоресцентный
микроскоп Eclipse Ti2 (Nikon Corporation, Япония),
систему iCELLigence Real Time Cell Analyzer (RTCA;
ACEA Biosciences, США), проточный цитометр BD
FACSCantoII (BD Biosciences, США), многоканальный
спектрофотометр (Berthold Technologies, Германия).

Клеточные линии и их культивирование. Клеточная
линия MCF7-EGFR была получена в лаборатории
биотехнологии ИХБФМ СО РАН (Новосибирск,
Россия) методом ретровирусной трансдукции как
описано (Troitskaya et al., 2021).

Клетки аденокарциномы молочной железы чело-
века MCF7 (ACC 115, DSMZ, Германия) и эпители-
альные клетки молочной железы MCF10A (ATCC
CRL-10317; Манасас, США) выращивали в среде
IMDM, клетки острой моноцитарной лейкемии
THP-1 (из коллекции культур клеток позвоночных
ИНЦ РАН, Санкт-Петербург, Россия) культивирова-
ли в среде RPMI-1640, клетки MCF7-EGFR выращи-
вали в среде DMEM в присутствии 10% FBS, 2 мМ L-
глутамина и 1%-ного раствора антибиотиков-анти-
микотиков (100 ед./мл пенициллина, 100 мг/мл
стрептомицина сульфата, 0.25 мкг/мл амфотерици-
на) при температуре 37 ± 1°С в атмосфере CO2
(5.0 ± 0.5%).

Для пассирования сфероиды MCF7-EGFR раз-
мером более 500 мкм диссоциировали до единичных
клеток добавлением реактива StemPro™ Accutase как
рекомендовано производителем, после чего клетки
высаживали в 96-луночные или 24-луночные план-
шеты по 1 × 104 или 4 × 104 клеток на лунку соответ-
ственно и культивировали в стандартных условиях в
течение 5–7 сут до образования открепленных сфе-
роидов.

Холодная плазменная струя (ХПС). В работе для
генерации плазменной струи использовали источ-
ник синусоидального напряжения с диапазоном ча-
стоты f ≈ 13–40 кГц и напряжением U = 3.5–5 кВ. Га-
зоразрядная ячейка выполнена в виде коаксиально-
го диэлектрического канала длиной 100 мм с
внутренним диаметром 8 мм, на выходе из которого
размещен диэлектрический капилляр с диаметром
2.3 мм, формирующий сопло. Внутри канала соосно
размещен стержневой электрод длиной 50 мм и диа-
метром 2 мм. У сопла диэлектрического канала рас-
положен кольцевой заземленный электрод, который
вместе с внутренним потенциальным электродом
формирует разрядную зону. Инертный газ поступает
в диэлектрический канал плазменного источника со
скоростью 3–9 л/мин и распространяется до облуча-
емой мишени. Дополнительный заземленный ме-
таллический электрод располагался на расстоянии
2.5 см от сопла устройства перпендикулярно направ-
лению распространения струи.

При прямой обработке клеток, культивируемых в
100 мкл среды, после облучения добавляли 100 мкл
свежей среды в лунки и продолжали культивирова-
ние в стандартных условиях. В экспериментах с добав-
лением облученной культуральной среды (СО-ХПС),
ее объем составлял 1/2 финального объема среды в
лунке.

Анализ пролиферации клеток в режиме реального
времени на приборе iCELLigence. Определение жиз-
неспособности клеток в режиме реального времени
в системе iCELLigence проводили как описано ранее
(Нуштаева и др., 2022). Клеточный индекс рассчи-
тывали для каждой лунки E-планшета с помощью
программного обеспечение RTCA 1.2 (Roche Diag-
nosis, Франция), генерирующего кривые роста кле-
ток. В каждом эксперименте использовали не менее
3-х экспериментальных образцов, эксперимент по-
вторяли не менее 2-х раз.

Анализ жизнеспособности клеток сфероидов мето-
дом проточной цитометрии. Сфероиды MCF7-EGFR
культивировали в лунках 96-луночного планшета в
объеме 100 мкл культуральной среды, облучали
ХПС, после чего добавляли 100 мкл свежей среды и
продолжали культивирование. В случае обработки
СО-ХПС, к сфероидам добавляли 100 мкл облучен-
ной среды и продолжали культивирование в стан-
дартных условиях. По окончании культивирования
сфероиды разрушали добавлением раствора Stem-
Pro™ Accutase, открепленные клетки окрашивали
раствором йодидистого пропидия в соответствии с
протоколом производителя и анализировали на про-
точном цитометре не менее 1 × 105 событий в образце.

Анализ уровня внутриклеточных активных форм
азота и кислорода. Молекула АФК-зависимого флу-
оресцентного зонда H2DCFDA способна проникать
через клеточную мембрану, где в неизменном состо-
янии не флуоресцирует при облучении светом с дли-
ной волны λ = 485 нм. Под действием внутриклеточ-
ных эстераз происходит деацетилирование
H2DCFDA до H2DCF, который накапливается в
клетке, а его дальнейшее окисление под действием
внутриклеточных АФК и АФА способствует превра-
щению его в 2',7'-дихлорофлуоресцеин (DCF–), об-
ладающий флуоресценцией (λem = 530 нм) при воз-
буждении светом с характеристической длиной вол-
ны λex = 485 нм (Yazdani, 2015). Концентрация DCF–

в клетке пропорциональна концентрации АФК и
АФА, которые, таким образом, могут быть определе-
ны методами флуоресцентного анализа.

К сфероидам MCF7-EGFR, культивируемым в
стандартных условиях в лунках 96-луночного план-
шета, добавляли раствор красителя H2DCFDA
(10 мкМ), культивировали в стандартных условиях
30 мин, после чего облучали ХПС или добавляли
СО-ХПС. Через 6 ч после облучения, изменения
флуоресценции H2DCFDA визуализировали в клет-
ках сфероидов с помощью инвертированного мик-
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роскопа в канале FITC. Полуколичественную оцен-
ку изменения активных форм азота (АФА) и кисло-
рода (АФК) в клетках проводили, используя
проточный цитометр (λ = 535 нм) после разрушения
сфероидов добавлением StemPro™ Accutase.

Определение концентрации ионов нитрита в куль-
туральной среде. Для определения концентрации
ионов нитрита  в культуральной среде отбира-
ли аликвоты среды по 25 мкл и определяли концен-
трацию  методом Грисса с использованием ком-
мерчески доступного набора реагентов Griess Re-
agent System. Оптическое поглощение измеряли на
спектрофотометре при длине волны λ = 540 нм. Ис-
пользуя стандарты с известной концентрацией 
строили калибровочную кривую. По трем независи-
мым повторам рассчитывали средние значения кон-
центрации нитрит-ионов в образцах и стандартные
отклонения.

МТТ-тест. Анализ жизнеспособности клеток ме-
тодом МТТ-теста проводили, как уже описано (Bag-
amanshina et al., 2019) через 24 ч после облучения или
добавления облученной среды. Среду в лунках 96-
луночного планшета с культивируемыми клетками
заменяли на среду RPMI-1640 без сыворотки, содер-
жащую 0.25 мг/мл МТТ-реагента и выдерживали 4 ч
при 37°С. Далее среду удаляли, а образовавшиеся
кристаллы формазана растворяли добавлением
100 мкл ДМСО. Оптическую плотность раствора в
лунках измеряли на многоканальном спектрофото-
метре при λ = 570 нм.

Анализ фагоцитоза сфероидов активированными
клетками THP-1. К клеткам THP-1, растущим в среде
RPMI-1640 в 6-луночном планшете (5 × 105 кл./лунку),
добавляли 50 нМ PMA для индукции дифференци-
ровки в M1-макрофагальный фенотип и продолжа-
ли культивирование в течение 48 ч. По окончании
культивирования клетки THP-1 окрашивали добав-
лением флуоресцентного реагента Cell Tracker Green
(1 мкМ) при 37°С течение 30 мин, после чего культу-
ральную среду удаляли, клетки дважды промывали
добавлением 1 мл PBS. Аналогичным образом пред-
варительно окрашивали сфероиды MCF7-EGFR
раствором Cell Tracker Red (10 мкМ). К окрашенным
культивируемым THP-1 добавляли образцы окра-
шенных сфероидов MCF7-EGFR в примерном со-
отношении клеток и сфероидов 30 : 1 и продолжали
совместное культивирование в течение 2 ч в стан-
дартных условиях. Сфероиды и клетки в лунках ана-
лизировали с использованием инвертированного
флуоресцентного микроскопа. Для количественной
оценки активности макрофагов проводили подсчет
общего количества сфероидов размером более 40 нм
(в месте с наибольшем диаметром) в поле зрения
микроскопа площадью 0.4 мм2 и рассчитывали долю
сфероидов, атакованных макрофагами, как отноше-
ние числа сфероидов с зеленым сигналом к общему
числу сфероидов. Данные представляли, как среднее

( )−
2NO

−
2NO

−
2NO ,

значение и его стандартное отклонение для трех не-
зависимых полей зрения.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Определение параметров ХПС, индуцирующих пре-

имущественную гибель опухолевых клеток. Индукция
гибели раковых клеток зависит от интенсивности
взаимодействия ХПС с биологическим объектом,
которая, в свою очередь, определяется частотой и
амплитудой приложенного напряжения, расстояни-
ем до объекта, скоростью и типом рабочего газа, а
также влажностью воздуха (Schweigert et al., 2021).
При неизменности указанных параметров интен-
сивность воздействия может изменяться в зависимо-
сти от продолжительности облучения или при введе-
нии дополнительных компонентов в систему.

Условия облучения ХПС, при котором гибели
подвергаются преимущественно опухолевые клетки,
оптимизировали по продолжительности воздей-
ствия на примере пары культур единого гистологи-
ческого происхождения: аденокарциномы молоч-
ной железы человека MCF7 и клеток нетрансформи-
рованной молочной железы MCF10A (Qu et al.,
2015). Жизнеспособность клеток анализировали в
режиме реального времени с использованием при-
бора iCelligence и методом МТТ (рис. 1). Облучение
проводили с использованием дополнительного за-
земленного электрода (так называемой заземленной
подложки, или без нее). При сравнении кривых роста
опухолевых и нормальных клеток после облучения
ХПС можно видеть, что цитотоксический эффект су-
щественно зависел от длительности облучения клеток
MCF7 (рис. 1а): облучение в течение 2 мин снижало
долю живых клеток (индекс пролиферации, см. рис. 1)
на 75% относительно необработанного контроля; в
то же время, облучение эпителиальных клеток мо-
лочной железы MCF10A в течение 1 и 2 мин приво-
дило к незначительному торможению роста клеток
относительно необлученного контроля (рис. 1б) – на
8 и 30% соответственно. Полученные результаты
позволяют считать облучение в течение 1 мин спе-
цифичным для индукции гибели опухолевых клеток
данного типа и при выбранных параметрах генера-
ции ХПС.

Ранее нами было показано, что введение в систе-
му заземленной металлической подложки (ЗМП),
помещенной под культуральным планшетом с рас-
тущими клетками, усиливало гибель облученных
опухолевых клеток (Schweigert et al., 2019). На моде-
лях MCF7 и MCF10A использование ЗМП также
усиливало цитотоксический эффект ХПС (рис. 1).
При длительности облучения 2 мин с использовани-
ем ЗМП наблюдали полное подавление жизнеспо-
собности как опухолевых, так и здоровых клеток,
поэтому для достижения относительной специфич-
ности ХПС в отношении опухолевых клеток, необ-
ходимо снижать продолжительность воздействия.
Снижение времени облучения с ЗМП до 30 с позво-
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лила добиться преимущественной гибели опухоле-
вых клеток (рис. 1в).

Таким образом, определено характерное время
преимущественного цитотоксического действия
ХПС в отношении клеток аденокарциномы молоч-
ной железы человека MCF7 с использованием ЗМП
и без нее.

Помимо прямого воздействия, когда облучению
подвергают непосредственно растущие клетки, в ря-
де работ показано цитотоксическое действие на
клетки культуральной среды, предварительно облу-
ченной ХПС, которую называют “активированной
средой”, а мы обозначаем ее СО-ХПС (Tanaka et al.,
2021). Высокоэнергетичные электроны в плазмен-
ной струе за счет неупругих столкновений с молеку-
лами кислорода, азота и воды генерируют химиче-
ски активные радикалы и включают цепочки хими-
ческих реакций в смеси гелия с воздухом в газовой
фазе и на поверхности жидкости с образованием ос-
новных молекулярных триггеров гибели клеток –
АФК и АФА, которые сохраняются при переносе та-

кой СО-ХПС к растущим клеткам (Boehm et al.,
2016).

Определение цитотоксического воздействия
СО-ХПС в отношении клеток MCF7 и MCF10A
проводили с помощью МТТ через 24 ч после добав-
ления облученной среды (ее объем составлял 1/2 фи-
нального объема среды в лунке) (рис. 2). Можно ви-
деть, что снижение жизнеспособности при культи-
вировании клеток в присутствие СО-ХПС было
сравнимо с таковым значением для клеток, подвергну-
тых прямому облучению ХПС (рис. 1). Онкотранс-
формированные клетки MCF7 также оказались бо-
лее чувствительны к цитотоксическому воздей-
ствию СО-ХПС, чем MCF10A. Таким образом, при
одинаковых условиях воздействия, опухолевые
клетки MCF7 были чувствительны не только к пря-
мому к воздействию ХПС, но и к СО-ХПС.

Анализ изменения содержания АФА в культураль-
ной среде при культивировании клеток в присутствии
СО-ХПС. Использовали реактив Гриса, позволяю-
щий оценить концентрацию ионов нитрита. Культу-

Рис. 1. Влияние продолжительности прямой обработки холодной плазменной струей (ХПС) на пролиферацию клеток MCF7
и MCF10A. а, б – Характерные кривые пролиферации клеток в режиме реального времени на приборе iCELLigence; стрелка
показывает момент обработки ХПС. в – Данные МТТ-теста о жизнеспособности клеток через 24 ч после облучения ХПС с
использованием заземленной металлической подложки (ЗМП); представлен характерный пример анализа, в котором приве-
дены средние значения и их статистические отклонения (SD) из 3-х экспериментов. Здесь и на рис. 2, 3, 4 параметры генера-
тора ХПС: амплитуда напряжения 4.9 кВ и частота 40 кГц, газ – аргон, 4 л/мин.
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ральную среду обрабатывали ХПС в течение 2 или
5 мин в лунках 96-луночного планшета и непосред-
ственно после облучения добавляли ее (СО-ХПС) к
культивируемым клеткам MCF7, после чего продол-
жали культивирование в стандартных условиях. Че-
рез 30 мин, 1 и 6 ч после добавления СО-ХПС отби-
рали аликвоты среды и определяли концентрацию

 В качестве отрицательного контроля исполь-
зовали культуральную среду от клеток, культивируе-
мых в стандартных условиях. В качестве положи-
тельного контроля использовали образцы облучен-
ной среды, разбавленной аналогично добавляемой к
клеткам и инкубированной в аналогичных условиях.
Можно видеть (рис. 3), что ХПС-обработка среды
приводит к увеличению концентраций ионов нит-
рита до 10 раз при 2-минутном облучении и до 30 раз
при 5-минутном. Таким образом, наблюдаемое уве-
личение ионов нитрита в культуральной среде при
увеличении длительности облучения наиболее веро-
ятно вносит вклад в цитотоксическую активности
СО-ХПС.

Влияние температуры хранения облученной среды
(СО-ХПС) на ее цитотоксическую активность. Отме-
тим, что короткоживущие активные кислородные и
азотные радикалы распадаются, либо вступают в ре-
акцию с молекулярными мишенями в клетке и обра-
зуют вторичные долгоживущие радикалы. Такие
долгоживущие способны сохранятся в течение вре-
мени при оптимальных условиях хранения, что
должно отражаться на цитотоксической активности
СО-ХПС. Для анализа изменения свойств облучен-
ной культуральной среды при хранении, образцы
СО-ХПС разделяли на аликвоты и помещали на хра-
нение при температуре 4 и −20°С.

−
2NO .

Для анализа цитотоксических свойств СО-ХПС
культивирование клеток MCF7 проводили в присут-
ствии СО-ХПС, хранившейся при указанных темпе-
ратурах от 1 до 168 ч. В образцах “контроль” исполь-
зовали необлученную среду после хранения при тех
же температурах в течение 48 ч. Точка 0 ч на рис. 4
отражает образец среды, добавленный к клеткам по-
сле облучения без хранения. Жизнеспособность кле-
ток оценивали MTT-тестом через 24 ч после замены
обычной культуральной среды на облученную.
Можно видеть (рис. 4), что СО-ХПС, хранившаяся
при 4°С сохраняет свою цитотоксическую актив-
ность в течение 48 ч, а хранившаяся при −20°С –
только 24 ч. Таким образом, для среды, обработан-
ной ХПС, предпочтительно хранение при 4°С.

Изменение морфологии сфероидов и жизнеспособ-
ности клеток в составе сфероидов при прямом облуче-
нии ХПС и в присутствии СО-ХПС. Полученные дан-
ные о чувствительности клеток MCF7 к прямому и
опосредованному воздействию ХПС были важны
для перехода исследования к модели многоклеточ-
ных сфероидов MCF7-EGFR, в которой также оце-
нивали воздействие прямого и опосредованного
влияния ХПС. В отличие от клеток, культивируемых
в монослое, сфероиды приближены к многоклеточ-
ной структуре организма. В экспериментах с мо-
дельными сфероидами использовали плазменную
струю в гелии, как более применимую для экспери-
ментов на животных. Аргон и гелий имеют разные
физические свойства, что сказывается на свойствах

Рис. 2. Влияние опосредованной обработки ХПС на жиз-
неспособность клеток MCF7 и MCF10A. Данные МТТ-
теста, проведенного через 24 ч после добавления к клет-
кам облученной культуральной среды (СО-ХПС). Ко-
нечный объем облученной среды составлял 1/2 объема
среды в лунке Результаты представлены как средние зна-
чения (±SD) из 3-х экспериментов.
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Рис. 3. Концентрация ионов нитрита NO2
− в культураль-

ной среде. Культуральную среду без клеток облучали 2
или 5 мин (среда), после чего добавляли к культивируе-
мым клеткам А549 (среда с клетками) и продолжали
культивирование в стандартных условиях, отбирая
аликвоты сред для анализа. Контроль (К): к клеткам до-
бавляли необлученную среду. Концентрацию  в сре-
де определяли методом Грисса, представлены средние
значения (± SD) из 3-х независимых экспериментов
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самой плазменной струи и на плазмохимии у по-
верхности биомишени. При сопоставимых напря-
жениях струи (4–5 кВ), токи ХПС в аргоне, в отли-
чие от токов в гелии, достигают десятков мА, что не-

комфортно и опасно для живых организмов с точки
зрения электробезопасности. Ранее мы определили,
что увеличение напряжения струи в гелии с 4.5 до
4.9 кВ ведет к увеличению температуры струи с 35 до
40°С при частоте 13 кГц, а при частоте 22 кГц темпе-
ратура струи становится горячей (65°С) уже при
4.5 кВ (данные готовятся к публикации). Поскольку
разрабатываемый подход имеет целью исследование
метода для внедрения его в клиническую практику,
температура струи является критическим парамет-
ром. Поэтому, в экспериментах со струей в гелии ис-
пользовали напряжение 4.5 кВ и частоту 13 кГц.

На рис. 5 представлен характерный вид сферои-
дов до облучения и через 6 и 24 ч после облучения.
Можно видеть, что через 24 ч после облучения про-
исходит разрушение крупных сфероидов до сферои-
дов более мелких и до отдельных клеток, как при
прямом облучении, так и при культивировании с
СО-ХПС.

Изменение жизнеспособности клеток сфероидов
в ответ на облучение ХПС оценивали по изменению
доли клеток в состоянии позднего апоптоза (некро-
за). Для этого применяли метод проточной цитомет-
рии с окрашиванием йодистым пропидием (PI). PI
проникает в ядра гибнущих клеток с поврежденной
плазматической мембраной, и такие клетки можно
визуализировать флуоресцентными методами ана-
лиза. Сравнение доли PI-положительных клеток
(%), подвергнутых прямому облучению и СО-ХПС

Рис. 4. Влияние температуры хранения облученной куль-
туральной среды (СО-ХПС) и длительности хранения на
ее цитотоксическую активность. Время облучения 8 мин.
Аликвоты облученной среды помещали для хранения
при 4 и −20°С на 0–168 ч, культивировали в ней клетки
MCF7 в стандартных условиях и через 24 ч анализирова-
ли их жизнеспособность с помощью МТТ-теста. Резуль-
таты представлены средними значениями (± SD) из 3-х
независимых экспериментов.
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Рис. 5. Изменение морфологии клеток MCF7-EGFR в 3D-культуре после прямого облучения их ХПС и СО-ХПС в течение 1
мин. Микроскопия в проходящем свете; показаны характерные изображения препаратов до облучения и через 6 и 24 ч после
облучения. Здесь и на рис. 6, 7, 8 параметры генерации ХПС: 4.5 кВ, 13 кГц, газ – гелий, 9 л/мин.
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при выбранных условиях показало, что культивиро-
вание сфероидов с СО-ХПС вызывало несколько
больший цитотоксический эффект: 78% клеток бы-
ли PI-положительными против 70% при прямой об-
работке ХПС (рис. 6). В контрольных необлученных
образцах доля PI-положительных клеток была высо-
кой и составляла до 50%. Такую высокую гибель кле-
ток можно объяснить как особенностями подготов-
ки образцов из сфероидов, так и особенностями ро-
ста самих сфероидов.

Известно, что для крупных сфероидов характерно
наличие некротического “ядра”, обусловленного
сниженной доступностью кислорода и питательных
веществ для центральных клеток сфероида (Laschke,
Menger, 2017; Verjans et al., 2018). Такая особенность
сфероидов подчеркивает их сходство с природными
солидными опухолями, в которых даже без воздей-
ствия химио- или лучевой терапии часто наблюдает-
ся некроз внутренней области опухоли. Во-вторых,
обработка сфероидов раствором Accutase для диссо-
циации на отдельные клетки с последующим мяг-
ким пипетированием является достаточно травми-
рующей обработкой для клеток сфероидов. Тем не
менее, поскольку подготовку проб для анализа про-
водили для контрольных и облученных клеток еди-
нообразно, разница в доле PI-положительных кле-
ток в контрольных и облученных образцах может
рассматриваться как появление клеток, погибаю-
щих от воздействия ХПС.

Содержание АФК в клетках сфероидов, подвергну-
тых прямому или опосредованному воздействию ХПС.
Поскольку основными индукторами гибели клеток
при воздействии холодной плазмы являются АФК и
АФА (Vandamme et al., 2012), было важно оценить
изменение содержания АФК в клетках сфероидов
MCF7-EGFR, подвергнутых прямому или опосре-
дованному воздействию ХПС. Для этого к облучен-
ным сфероидам или сфероидам, культивируемым с
облученной средой, добавляли реагент H2DCFDA и
анализировали сфероиды методом флуоресцентной
микроскопии.

Мы обнаружили, что как при прямом облучении
ХПС, так и при воздействии СО-ХПС, в образцах
сфероидов значительно усиливался зеленый сигнал,
указывающий на присутствие АФК в клетках. В ка-
честве положительного контроля использовали сфе-
роиды, к которым добавляли 5%-ный раствор H2O2,
который стимулирует конвертацию H2DCFDA в
DCF–. Анализ показал, что при опосредованном
способе воздействия ХПС доля клеток сфероидов с
увеличенным содержанием АФК была незначительно
больше, чем при прямом воздействии (рис. 7) при ис-
пользуемых условиях облучения.

Таким образом, сфероиды MCF7-EGFR чувстви-
тельны как к прямому облучению ХПС, так и к воз-
действию СО-ХПС, и эти воздействия сопровожда-

ются увеличением уровня активных форм кислорода
внутри клеток.

Захват фагоцитирующими клетками сфероидов, об-
лученных ХПС. Для того, чтобы оценить возмож-
ность захвата облученных сфероидов клетками с фаго-
цитарной активностью, сфероиды предварительно
окрашивали флуоресцентным красителем цитоплаз-
мы, подвергали прямому облучению ХПС, после чего
через 24 ч добавляли к культивируемым активирован-
ным моноцитам ТНР-1. Активированные моноциты
характеризуются фагоцитарной активностью, а их
окрашивание флуоресцентным красителем позволяет
визуализировать захват флуоресцентного субстрата
методом флуоресцентной микроскопии (рис. 8а). В
контрольных образцах заметны крупные сфероиды без
атаки фагоцитами (рис. 8б). Сопоставление наложе-
ния изображений в флуоресцентных каналах и в
проходящем свете показало, что в стадии активного
фагоцитоза происходит потеря красного сигнала от
сфероидов в результате полного экранирования зе-
леными макрофагами, покрывающими сфероиды
(рис. 8в, г). Подсчет на основании данных рис. 8 по-
казывает, что облучение ХПС увеличивает долю
сфероидов, которые активно захватываются макро-
фагами, с 59. 6 ± 12.0 до 86.2 ± 4.9% (рис. 8).

ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящее время исследование применения
ХПС в отношении солидных опухолей человека про-
водят не только in vitro и на животных, но и в рамках
ранних стадий клинических испытаний на пациен-
тах. В базе данных клинических исследований
(www.clinicaltrials.gov) официально зарегистрирова-
ны два исследования, в которых тестируют противо-
опухолевое действие ХПС в отношении солидных
опухолей.

Первое из них (NCT04267575) было начато в 2019 г.
и предполагает исследование безопасности приме-
нения ХПС для облучения операционного поля по-
сле удаления крупных солидных новообразований
при IV-ой стадии рака молочной железы, предста-
тельной железы, поджелудочной железы, немелко-
клеточного рака легкого, рака яичников и других с
окончанием исследований в 2023 г. Во втором иссле-
довании (NCT03218436) холодная аргоновая плазма
была использована для облучения цервикальной ин-
траэпителиальной неоплазии, которая классифици-
руется как предраковое состояние (Basu et al., 2018).
Облучение проводили в процессе кольпоскопиче-
ского исследования без анестезии и оценивали ре-
миссию через 3 и 6 мес после облучения, но итого-
вые результаты исследования пока не представлены.
Таким образом, в настоящее время нет доступных
данных клинических исследований о противоопухо-
левой активности ХПС на людях. Поэтому исследо-
вание эффективных режимов облучения, механиз-
мов действия, селективности облучения на клеточ-
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Рис. 6. Изменение жизнеспособности клеток сфероидов MCF7-EGFR в контроле и после прямой обработки их с помощью
ХПС и СО-ХПС. Через 24 ч после воздействия сфероиды диссоциировали на отдельные клетки, образцы клеток инкубиро-
вали с йодидистым пропидием (PI) и анализировали методом проточной цитометрии. а – Распределения клеток по парамет-
рам прямого и бокового светорассеяния; P1 – популяция, анализируемая по интенсивности сигнала PI. б – гистограммы рас-
пределения клеток по интенсивности флуоресценции PI в канале PE-A (Р2 – диапазон позитивности по PI); в правом верх-
нем углу гистограмм указаны доли погибших клеток.
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ных моделях, приближенных к опухолям, не теряет
своей актуальности.

Тем не менее, доклинические исследования ХПС
позволили сформировать представления о том, ка-
кие опухоли могут быть чувствительны к облучению.
Основными потенциальными мишенями струи хо-
лодной плазмы будут опухоли, для которых не пред-
ложено эффективной таргетной терапии, опухоли,
залегающие неглубоко в тканях, изолированные,
устойчивые к радиотерапии, рецидивирующие и ме-
тастазирующие. Эти опухоли должны быть удалены
хирургически, а обработке ХПС должно подвергаться
операционное поле, что позволяет преодолеть лимит
распространения генерируемых активных частиц
вглубь тканей (Dai et al., 2018). Позитивный ответ реа-
лизуется за счет селективности по отношению к опухо-
левым клеткам, стимулированию иммунной систе-
мы, элиминации стволовых опухолевых клеток. Се-

лективное воздействие достижимо как при
применении таргетных препаратов, так и при опти-
мизации условий воздействия – концентрации препа-
рата, времени воздействия и т.д. Поэтому оптимиза-
ция условий формирования ХПС и условия облучения
ею клеток-мишеней направлены на определение диа-
пазона цитотоксического воздействия на опухоле-
вые клетки без повреждения клеток здоровых. Для
этого мы использовали пару клеточных культур –
здоровых и опухолевых – одного гистологического
происхождения: клетки аденокарциномы молочной
железы MCF7 и MCF10A.

В качестве 3D-клеточной модели в работе ис-
пользовали линию MCF7-EGFR, растущую преиму-
щественно в виде сфероидов без использования мат-
риксов и ростовых факторов. Культура клеток
MCF7-EGFR была получена на основе клеток
MCF7, в геном которых методом ретровирусной тран-

Рис. 7. Изменение АФК и АФА в клетках 3D сфероидов MCF7-EGFR после воздействия ХПС. а – Интенсивность флуорес-
ценции АФК-зависимого зонда H2DCF в клетках сфероидов, окрашенных H2DCFDA. б – Данные проточной цитометрии
для клеток сфероидов через 6 ч после облучения; представлены характерные образцы анализа; в правом верхнем углу гисто-
грамм указаны доли (%) H2DCF-позитивных клеток.
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сдукции была встроена последовательность, кодирую-
щая полноразмерный белок EGFR (Troitskaya et al.,
2021). Использование сфероидов MCF7-EGFR, рас-
тущих без гидрогелей и ростовых факторов позволи-
ло упростить систему оценки реакции клеток сферо-
идов на стимулы и не учитывать дополнительно эф-
фекты от воздействия ХПС на гидрогели и факторы
роста.

Обработку 2D- и 3D-клеточных моделей осу-
ществляли двумя способами: прямым облучением,
когда поток плазмы взаимодействовал со средой и

растущими клетками, и непрямым, при котором к
клеткам добавляли предварительно облученную сре-
ду (СО-ХПС). Следует отметить, что при воздей-
ствии на клетки и сфероиды СО-ХПС исключаются
физические эффекты воздействия ХПС, такие как
электрическое поле и УФО.

В настоящее время описано сравнительно немно-
го исследований по воздействию холодной плазмой
на 3D-клеточные модели (Wiegand et al., 2016; Wani-
gasekara et al., 2022). Поскольку 3D-модели более
полно имитируют рост опухоли и ее архитектуру по

Рис. 8. Фагоцитарная активность макрофагов в отношении сфероидов MCF7-EGFR, облученных ХПС. а – Схема экспери-
мента; РМА – форбол-12-миристат 13-ацетат. б, в – Фагоцитоз через 2 ч после добавления сфероидов к макрофагам; красным
флуоресцентным красителем окрашены сфероиды, зеленым – макрофаги; флуоресцентная микроскопия (в левом верхнем
углу указана доля (%) сфероидов, атакованных макрофагами), г – сфероиды в проходящем свете после облучения ХПС, ата-
кованные макрофагами. б–г – Характерные примеры анализа; красным флуоресцентным красителем окрашены сфероиды,
зеленым флуоресцентным красителем – макрофаги.
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сравнению с клеточными моделями 2D, не вызывает
сомнения важность исследования эффектов ХПС в
клеточных 3D-моделях. Мы наблюдали, что как при
прямом облучении, так и при воздействии СО-ХПС
на сфероиды происходит деструкция сфер до еди-
ничных клеток. Такое наше наблюдение хорошо со-
гласуется с результатами других авторов о том, что
одним из эффектов обработки клеток холодной
плазмой является снижение их адгезионной, мигра-
ционной и инвазивной способностей (Semmler et al.,
2020). Предполагают, что ХПС стимулирует нега-
тивную регуляцию интегринов – белков, располага-
ющихся на поверхности клеток и формирующих
межклеточные контакты (Shashurin et al., 2010). Наи-
более вероятно, что наблюдаемая нами деструкция
сфероидов также обусловлена уменьшением инте-
гринов на поверхности облученных клеток и ослаб-
лением межклеточных контактов в сфероиде.

АФК и АФА являются продуктами жизнедеятель-
ности клетки, которые постоянно образуются в ходе
метаболизма и участвуют в регуляции сигнальных
каскадов. При этом известно, что в опухолевых клет-
ках концентрации АФК и АФА повышены в резуль-
тате более интенсивного метаболизма (Arfin et al.,
2021). Как уже отмечалось ранее, основной вклад в
цитотоксическое действие ХПС вносят АФК и АФА
(Graves, 2012; Yousfi et al., 2014). Идентификация и
количественное определение конкретных активных
частиц в биологических образцах затруднительно
из-за большого их разнообразия и локализации. По-
этому применяют косвенные методы, основанные
на окислительно-восстановительных превращениях
молекул-индикаторов окислительного стресса, та-
ких как H2DCFDA.

Используя H2DCFDA, мы показали, что воздей-
ствие СО-ХПС на сфероиды MCF7-EGFR вело к
большему накоплению АФК в обработанных клетках,
чем при прямом воздействии. Показано (Yousfi et al.,
2014), что однократное добавление среды, облучен-
ной ХПС к сфероидам, образованным клетками кар-
циномы головы и шеи FaDu, не вело к торможению
роста сфероидов, но стимулировало открепление от-
дельных клеток от многоклеточной 3D-структуры,
что хорошо согласуется с полученными нами данны-
ми. Цитотоксического воздействия в отношении сфе-
роидов FaDu удалось добиться при многократном до-
бавлении среды, облученной ХПС (Yousfi et al., 2014).
Авторы предполагают, что низкая чувствительность
к активированной среде при однократном добавле-
нии объясняется резистентностью клеток FaDu к
H2O2. Поскольку мы показали изменение относи-
тельного количества АФК после воздействия ХПС
на сфероиды MCF7-EGFR, можно говорить о том,
что это изменение опосредует цитотоксический от-
вет сфероидов MCF7-EGFR на ХПС-активирован-
ную среду и прямое облучение.

Для продвижения применения среды или биосов-
местимых жидкостей, облученных ХПС, в клиниче-

ской практике, необходимо иметь представление об
оптимальных условия хранения ХПС-обработанных
жидкостей, при которых сохраняется их цитотокси-
ческая активность. Было показано, что ХПС-обра-
ботанная среда сохраняла цитотоксическую и гено-
токсическую активность в течение 7 сут при хране-
нии при 4 или −80°C (Chauvin et al., 2018). В качестве
клеточной модели авторы использовали сфероиды
HCT116 карциномы кишечника и диэлектрический
барьерный разряд для генерации плазмы. Наиболее
интересно, что хранение облученной среды при
−20°С снижало ее цитотоксическую и генотоксиче-
скую активность, что хорошо согласуется с данны-
ми, полученными в нашей работе. Авторы показали,
что при хранении облученной среды при 37 и при
‒20°C происходит разложение H2O2 (Chauvin et al.,
2018). Тем не менее авторы не дают ответа, почему
при промежуточной температуре 4°C такого разло-
жения не происходит.

В качестве нашего собственного предположения,
мы можем выдвинуть гипотезу о том, что при хране-
нии в жидкости наиболее вероятно протекают не-
сколько параллельных процессов. Можно предпо-
ложить, что и при 4, и при –20°C происходит разло-
жение как H2O2, так и других активных частиц,
образуемых при воздействии ХПС на культуральную
среду. В то же время, параллельно этому, при 4°C про-
исходят реакции взаимодействия первичных активных
частиц с компонентами среды с накоплением вторич-
ных перекисных соединений, чего не происходит при
–20°C. Накопление вторичных активных частиц обес-
печивает цитотоксическое воздействие на клетки при
добавлении такой среды. В свою очередь, можно
предположить, что при −80°C замедляются химиче-
ские реакции и лучше сохраняются первичные ак-
тивные частицы. Точное выявление определенных
АФК и АФА в облученной культуральной среде при
хранении при разных температурах является отдель-
ной научной задачей. Тем не менее, наши результа-
ты и результаты других исследователей (Judée et al.,
2016) показывают низкую эффективность хранения
облученной среды при –20°C. Суммируя, можно
сказать, что СО-ХПС может применяться как эф-
фективный индуктор гибели опухолевых клеток, ес-
ли ее хранить при 4 или −80°C.

Неэффективное удаление гибнущих опухолевых
клеток фагоцитирующими клетками ведет к разви-
тию воспалительных реакций. Мы показали, что при
облучении сфероидов происходит активное погло-
щение облученных клеток макрофагами. Макрофа-
ги реагируют на комбинацию молекулярных сигна-
лов, испускаемых погибающими клетками, после
чего происходит фагоцитоз. Ранее мы уже показали,
что облучение опухолевых клеток ведет к активации
в них сигналов, распознавемых фагоцитирующими
клетками как сигналы “найди меня” и “съешь меня”
(Troitskaya et al., 2020). Можно предположить, что в
случае облучения ХПС солидных опухолей in vivo,
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также возможна деструкция опухоли на отдельные
опухолевые клетки, в которых активируются про-
цессы гибели, и они будут эффективно удаляться
клетками иммунной системы с фагоцитарной актив-
ностью. Такое развитие событий на клеточном уров-
не препятствует процессам воспаления, что улушает
ответ на терапию.

Таким образом, возможно достижение относи-
тельной селективной цитотоксической активности
ХПС в отношении опухолевых клеток, в том числе в
составе сфероидов.
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The treatment of solid tumors with a cold atmospheric plasma jet (CAP) is an innovative approach, which began to
be actively developed only in the last decade. As a consequence, the studies aimed at revealing the conditions of se-
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lectivity of such effects on tumor cells, including in 3D tumor models, are important. It is known that the main cy-
totoxic effects of CAP are caused by reactive oxygen and nitrogen species, which are formed in the plasma flow and
the availability of which for the cells in the classical 2D and 3D cultivation models may be different. We used multi-
cellular spheroids of MCF7-EGFR cells with hyperexpression of epidermal growth factor receptor (EGFR), the pa-
rental MCF7 breast adenocarcinoma cell line, and MCF10A non-transformed human breast cells. Irradiation of
MCF7-EGFR spheroids led to destruction of multicellular 3D structures into individual cells with activation of
death processes. It was shown that cells of CAP-irradiated spheroids underwent phagocytosis by activated macro-
phages. When comparing direct exposure to CAP and cultivation of MCF7-EGFR spheroids in CAP-irradiated me-
dium (CAP-IM), a higher content of reactive oxygen and nitrogen species in spheroid cells was found when cultured
in CAP-IM, which further leads to a greater cytotoxic effect than in direct irradiation. The cytotoxicity of CAP-IM
has been shown to be valid longer when such medium is stored at 4 than at −20°С. Thus, it was shown that the treat-
ment of spheroids with CAP-IM was more effective in death induction than direct CAP irradiation.

Keywords: 3D spheroids, cold plasma jet, antitumor therapy, reactive oxygen species, EGFR, breast adenocarcinoma
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Ингибиторы гистондеацетилаз (ИГД) обладают антипролиферативными свойствами и являются перспек-
тивными агентами комбинированной противоопухолевой терапии. Ранее нами было показано, что пред-
ставитель семейства ИГД бутират натрия (NaBut) самостоятельно не вызывает двунитевых разрывов ДНК
(ДР-ДНК), однако, подобно генотоксическим агентам, инициирует накопление фосфорилированного
гистона H2AX (γH2AX), являющегося маркером ДР-ДНК. ИГД способны также снижать эффективность
репарации ДНК, поврежденной при генотоксических воздействиях, в трансформированных клетках.
Цель настоящей работы состояла в идентификации сигнальных путей, приводящих к накоплению γH2AX
при действии ИГД в трансформированных клетках. Для этого исследовали роль киназ семейства MAPK в
NaBut-индуцированном фосфорилировании гистона H2AX, а также в ингибировании репарации ДНК.
Мы показали, что накопление γH2AX в трансформированных клетках в ответ на действие NaBut сопро-
вождается снижением уровня фосфорилирования киназ ERK и PKB/Akt. Активирующее фосфорилиро-
вание киназы р38 увеличивается при действии NaBut, вследствие чего накапливается фосфатаза Wip1, что
может быть одной из причин ингибирования репарации ДНК. При этом подавление активности киназы
p38 отменяет NaBut-индуцированное снижение эффективности репарации. Полученные нами результаты
об отмене негативного влияния NaBut на репарацию ДНК при ингибировании MAP-киназы p38, а также
данные о накоплении фосфатазы Wip1 при действии NaBut позволяют предположить, что путь p38/Wip1
вовлечен в NaBut-индуцированное снижение эффективности репарации в трансформированных клетках.

Ключевые слова: ингибитор гистондeацетилаз, бутират натрия, фосфорилирование гистона H2AX, MAP-
киназы, репарация ДНК, фосфатаза Wip1
DOI: 10.31857/S0041377123010030, EDN: GOTCEB

Одно из первых событий в процессе узнавания и
репарации двунитевых разрывов (ДР) ДНК – марки-
рование места повреждения, в ходе которого проис-
ходит фосфорилирование гистона H2AX в месте раз-
рыва (Rogakou et al., 1998). В зависимости от харак-
тера воздействия, вызвавшего повреждение ДНК, в
клетке активируются разные сигнальные каскады,
поэтому гистон H2AX может быть фосфорилирован
различными киназами. Основными киназами, от-
ветственными за фосфорилирование H2AX, являют-
ся киназы семейства PI3K-подобных киназ (PI3K-
like kinases, PIKK): ATM, ATR и ДНК-ПК (van Atti-
kum, Gasser, 2009). При появлении двунитевых раз-
рывов ДНК, например, после воздействия ионизи-
рующего излучения, в фосфорилировании H2AX
принимают участие киназы ATM и ДНК-ПК, тогда
как ATR активируется при обнаружении длинных
однонитевых участков ДНК, в ответ на репликатив-

ный стресс и ультрафиолетовое облучение (Menolfi,
Zha, 2020).

Ранее нами было показано, что ингибиторы ги-
стондеацетилаз (ИГД), подобно генотоксическим
агентам, вызывают накопление фосфорилирован-
ной формы гистона H2AX (γH2AX) в онкоген-транс-
формированных фибробластах (Abramova et al.,
2011), что, однако, не сопровождается появлением
двунитевых разрывов ДНК (ДР-ДНК) (Abramova et al.,
2011; Gnedina et al., 2022). Накопление γH2AX при
действии ИГД было показано и в других типах опу-
холевых и трансформированных клеток (Gaymes et
al., 2006; Wang et al., 2012), но ни в одной из опубли-
кованных работ не было доказано наличие ДР-ДНК
методом нейтральных комет, специфически выяв-
ляющим именно двунитевые разрывы.

ИГД способны повышать чувствительность ряда
опухолевых клеток к ионизирующему излучению
(Konsoula et al., 2011) и к действию генотоксических
агентов (Abramova et al., 2011; Thurn et al., 2013; Wu et al.,
2017), что сопровождается увеличением количества

Принятые сокращения: ДР – двунитевые разрывы; ИГД – ин-
гибиторы гистондеацетилаз; ДНК-ПК – ДНК-зависимая про-
теинкиназа; NaBut – бутират натрия.

УДК 576.385
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γH2AX при совместном действии этих факторов.
Многочисленные экспериментальные данные ука-
зывают на способность ИГД модулировать клеточ-
ный ответ на повреждение ДНК (DNA damage re-
sponse, DDR) через изменение экспрессии генов,
кодирующих белки распознавания ДНК-поврежде-
ний и репарации, таких как ATM, BRCA1/2 (Konsou-
la et al., 2011; Thurn et al., 2013), Ku70/Ku80, Rad51,
DNA-PKcs и Mre11 (Adimoolam et al., 2007; Lee et al.,
2010; Munshi et al., 2005; Wu et al., 2017), в раковых, но не
в нормальных клетках (Lee et al., 2010; Munshi et al.,
2005). Способность ИГД сенсибилизировать рако-
вые клетки к терапевтическим агентам, нацеленным
на повреждение ДНК, и их низкая токсичность для
нормальных медленно делящихся клеток позволяет
рассматривать эти вещества как перспективные
агенты противораковой терапии.

Представленная работа направлена на выявление
вероятных мишеней, вовлеченных в сенсибилиза-
цию раковых клеток с помощью ИГД. Такими ми-
шенями могут быть митоген-активируемые проте-
инкиназы (MAP-киназы). MAP-киназы представля-
ют собой семейство серинтреониновых киназ,
передающих сигнал от внешних стимулов (факторов
роста, цитокинов, гормонов) к нижележащим сиг-
нальным белкам, регулирующим различные клеточ-
ные процессы – клеточный рост, пролиферацию,
дифференцировку и пр. MAP-киназы принимают
участие в регулировании ответа клетки на поврежде-
ние ДНК (Sanchez-Prieto et al., 2000; Wu et al., 2006;
Picco, Pagès, 2013), в частности в фосфорилировании
гистона H2AX (Kasibhatla et al., 1998; Lu et al., 2008;
Phong et al., 2010) и регуляции активности белков си-
стемы репарации ДНК (Wu et al., 2006; Golding et al.,
2007; Wei et al., 2011; Wang et al., 2013). Для выявления
сигнальных путей, регулирующих фосфорилирова-
ние H2AX в отсутствие ДР-ДНК в ответ на действие
ИГД, мы исследовали вклад MAP-киназ в накопле-
ние γH2AX, а также ингибирование репарации ДНК
при действии ИГД в трансформированных клетках.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Клеточные линии и воздействия. В работе исполь-

зовали линию трансформированных клеток mERas,
полученную из первичных эмбриональных фиброб-
ластов мыши с помощью Ca-фосфатной трансфек-
ции онкогеном cHa-ras, несущим активирующие то-
чечные мутации в кодонах 12 и 61, и ранним районом
Е1А генома аденовируса человека 5-го типа (Pos-
pelova et al., 1999). Эмбриональные фибробласты
мыши с дезактивирующими мутациями киназы p38
(p38Y182F/Y182F (p38ki/ki), клеточная линия
mERas-p38−/−)), а также с нокаутом киназ JNK1/2
(mERas-JNK−/−) были любезно предоставлены док-
тором Дмитрием Булавиным (Институт исследова-
ний рака и старения Ниццы (IRCAN), INSERM,
Университет Лазурного Берега, CNRS, Ницца,
Франция). Клетки культивировали при 37°C и 5%

CO2 в среде DMEM (Биолот, Россия), дополненной
10% сыворотки FCS (Gibco, США), 2 мМ L-глутами-
на (Биолот, Россия) и содержащей 40 мкг/мл гента-
мицина (Биолот, Россия). Клетки обрабатывали
4 мМ бутирата натрия (NaBut) в течение короткого
(1–4 ч) или длительного времени (24–72 ч) и (или)
ингибиторами киназ МЕК (50 мкМ PD98059), p38
(20 мкМ SB203580), JNK (10 мкМ SP600125), PI3K
(20 мкМ LY294002 или 10 мкМ вортманнина (WM)) в
течение 24 ч.

Вестерн-блотинг белков. Клетки лизировали в бу-
фере PBS, содержащем 1% NP-40, 0.5% дезоксихо-
лата натрия, 0.1% додецилсульфата натрия (SDS),
ингибиторы протеаз и фосфатаз, а также 1 мМ
PMSF. Концентрацию белка измеряли спектрофо-
тометрически при длине волны 595 нм по методу
Бредфорда (Bradford, 1976). Клеточные экстракты
(20–40 мкг) прогревали в буфере для проб (60 мМ
Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 10% глицерина, 5% β-мер-
каптоэтанола, 0.01% бромфенолового синего) при
95°C в течение 5 мин. Белки разделяли электрофоре-
тически в 10%-ном полиакриламидном геле в при-
сутствии 0.1% SDS, переносили на мембрану PVDF
(Millipore). Мембраны блокировали в течение 1.5 ч
при комнатной температуре в блокирующем буфере
(5%-ное обезжиренное сухое молоко в PBST (PBS с
0.5% Tween 20)) и инкубировали с соответствующи-
ми первичными антителами, разведенными в 1–5%-
ном BSA/PBST, в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре или в течение ночи при 4°C. Мембраны от-
мывали в PBST и инкубировали 1 ч при комнатной
температуре в PBST с 5%-ным молоком, содержа-
щем вторые антитела, коньюгированные с перокси-
дазой хрена. Белки на мембранах выявляли методом
усиления хемилюминесценции (Thermo Sci., США)
и визуализировали на Syngene PXi6 Access. В каче-
стве первичных использовали антитела к следую-
щим белкам: киназе ERK (no. sc-94), p38 (no. sc-535)
(Santa Cruz Biotechnology, Inc. США), белку репара-
ции Mre11 (no. NB100–142; Novus Biologicals, LLC,
США), к фосфорилированной (р) форме pERK (no.
4377), pp38 (no. 9211), SAPK/JNK (no. 9252), pJNK
(no. 9255), Akt (no. 9272), pAkt (no. 4058), фосфоги-
стону H2AX (γH2AX; no. 2577), фосфатазе Wip1 (no.
11901), белку pp53 (no. 12571), GAPDH (no. 2118) (Cell
Signaling, США).

Оценка эффективности репарации ДР методом ре-
активации транскрипции. Метод реактивации тран-
скрипции (Host Cell Reactivation assay, HCR) для изу-
чения эффективности восстановления как ДР-ДНК,
так и повреждений ДНК другого характера широко
используется в биологических исследованиях (John-
son, Latimer, 2005; Thoms et al., 2007; Sears, Turchi,
2012). В репортерный вектор pGL3basic-luc вносят
ДР в область, кодирующую люциферазу, с помощью
эндонуклеазы рестрикции, что делает невозможным
транскрипцию поврежденного гена до его репара-
ции в клетке-реципиенте. Клетки, рассеянные на
96-луночные планшеты (в среде DMEM с 10% FCS
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без антибиотика) в плотности 10 × 103 кл./лунку,
трансфицировали интактным или линеаризован-
ным вектором pGL3basic-luc с помощью трансфи-
цирующего агента Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
США) в соответствии с инструкцией производителя.
Для контроля эффективности трансфекции клетки
одновременно трансфицировали контрольным век-
тором pRL-TK, экспрессирующим люциферазу Re-
nilla.

Через 16 ч после трансфекции клетки оставляли
необработанными или обрабатывали специфиче-
скими ингибиторами киназ отдельно или совместно
с NaBut в течение 24 ч, после чего клетки лизировали
и измеряли в лизатах активность люциферазы с ис-
пользованием набора для репортерного анализа с
двумя люциферазами – Firefly и Renilla (Promega,
США) на люминометре TD-20/20 (Turner Design,
США) в соответствии с инструкцией производителя.
Результаты вычисляли в изменениях активности
люциферазы Firefly относительно активности люци-
феразы Renilla (в разах). По активности люцифера-
зы, синтезированной после восстановления повре-
жденной плазмидной ДНК, оценивали эффектив-
ность репарации ДР. Люциферазная активность в
клетках с поврежденной ДНК, не обработанных
агентами, принята за 1 ед. Было проведено не менее
трех независимых экспериментов по совместной
трансфекции. На графиках представлены средние
значения из трех независимых экспериментов и
ошибки среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Индуцированное NaBut накопление γH2AX сопро-
вождается изменением активности МАР-киназ. ИГД

вызывают накопление фосфорилированной формы
гистона H2AX (γH2AX) (Gaymes et al., 2006; Abramo-
va et al., 2011; Wang et al., 2012). Однако в отличие от ге-
нотоксических агентов, также индуцирующих накоп-
ление γH2AX, действие ИГД не приводит к ДР-ДНК
(Abramova et al., 2011; Gnedina et al., 2022). Данные
вестерн-блот-анализа (рис. 1) показывают, что ин-
дуцированное NaBut накопление фосфорилирован-
ной формы H2AX сопровождается изменением актив-
ности белков семейства MAP-киназ. Установлено, что
NaBut вызывает накопление фосфорилированых
форм киназ p38 и JNK1 в клетках mERas (рис. 1). Уве-
личение содержания γH2AX и активированных (фос-
форилированных) форм киназ p38 и JNK1 обнару-
живается через 24 ч после добавления NaBut к клет-
кам и продолжает увеличиваться до 72 ч действия
агента. Стоит отметить, что NaBut не изменяет фос-
форилирования киназы JNK2, являющейся поло-
жительным регулятором белка p53, в отличие от
JNK1 (Fogarty et al., 2003; Tafolla et al., 2005). Активи-
рующее фосфорилирование MAP-киназы ERK, а
также киназы PKB/Akt, наоборот, уменьшается при
действии NaBut с течением времени (рис. 1). По дан-
ным вестерн-блотинга с антителами против фосфо-
рилированных форм киназ видно, что NaBut приво-
дит практически к полной инактивации ERK и
PKB/Akt в клетках mERas.

Таким образом, индуцированное NaBut фосфо-
рилирование гистона H2AX сопровождается актива-
цией киназ p38 и JNK1 и снижением активности
ERK и PKB/Akt.

Роль МАР-киназ в регулировании базального и ин-
дуцированного фосфорилирования гистона H2AX. Для
изучения вовлеченности МАР-киназ в фосфорили-
рованиe гистона H2AX анализировали изменение

Рис. 1. Вестерн-блоты белков клеток mERas, необработанных или обработанных ингибитором HDAC бутиратом натрия
(NaBut) в течение 1–72 ч, с антителами к фосфорилированной форме гистона H2AX (γH2AX), а также к тотальным и фосфо-
рилированным формам киназ ERK, p38, JNK и Akt. Gapdh использован в качестве контроля нагрузки.
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содержания γH2AX при подавлении активности со-
ответствующих киназ, как с помощью специфиче-
ских химических ингибиторов, так и на генетиче-
ском уровне. Результаты вестерн-блотинга пока-
зывают, что подавление активности киназ ERK и
JNK специфическими ингибиторами PD98059 и
SP600125 соответственно снижает базальный уровень
фосфорилированности H2AX (рис. 2а). Ингибитор ки-
назы p38, вещество SB203580, увеличивает экспрессию
γH2AX (рис. 2а). Также по результатам вестерн-блотин-
га видно, что содержание γH2AX повышено в клетках
mERas с генетически инактивированной киназой p38
(mERas(p38–/–)) по-сравнению с нативными клет-
ками mERas (рис. 2в), что подтверждает негативную
роль киназы p38 в фосфорилировании H2AX.

Индуцированное NaBut фосфорилирование
H2AX не снижается при подавлении MAP-киназ
p38, JNK или ERK специфическими химическими ин-
гибиторами (рис. 2а, б). Только ингибитор PI3-киназы

WM или специфические ингибиторы PI3-подобных
киназ ДНК-ПК и АТМ отменяют NaBut-индуциро-
ванное накопление γН2АХ (рис. 2б). Соответствующие
результаты получены при использовании клеток, в
которых активность киназ p38 и JNK подавлена с
помощью генетических модификаций. Данные ве-
стерн-блотинга (рис. 2г) показывают, что в клетках
mERas с инактивированными киназами р38 или
JNK (mERas(p38–/–) и mERas(JNK–/–) соответ-
ственно) NaBut вызывает накопление γН2АХ с тече-
нием времени (рис. 2г), как и в контрольных транс-
формантах mERas.

При подавлении активности киназы p38 усиливает-
ся индуцированная NaBut экспрессия γН2АX (рис. 2).
На рисунке 2г видно, что при сниженной активно-
сти киназы p38 в клетках mERas(p38–/–) γH2AX на-
капливается быстрее при действии NaBut, достигая
максимального уровня уже через 24 ч действия аген-
та. При этом уровень γH2AX, накопленный в резуль-

Рис. 2. Вестерн-блоты с антителами к фосфорилированной форме гистона H2AX (γH2AX) белков клеток mERas с нормаль-
ными (а, б) или инактивированными (в, г) формами киназ JNK (mERas(JNK–/–) или p38 (mERas(p38–/–). а, б – Клетки
mERas не обработаны (−) или обработаны ингибиторами (инг) МАР-киназ или киназ PI3, ATM, Chk1 или ДНК-ПК отдель-
но, или в комбинации с NaBut в течение 24 ч. в – Базальный уровень γH2AX в контрольных клетках mERas и в клетках с инак-
тивированной киназой p38 (mERas(p38–/–)). г – Клетки не обработаны или обработаны NaBut в течение 24–72 ч. Gapdh ис-
пользован в качестве контроля нагрузки. Обозначения: PD – PD98059 (ингибитор киназы ERK); SB – SB203580 (ингибитор
киназы p38); SP – SP600125 (ингибитор киназы JNK1/2); WM и LY – соответственно вортманн и LY294002 (ингибиторы ки-
назы PI3).
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тате действия NaBut, значительно превышает коли-
чество γH2AX в случае интактной p38 (рис. 2а, г).

Таким образом, подавление активности MAP-ки-
наз не отменяет индуцированное NaBut накопление
γH2AX, а ингибирование MAP-киназы p38, наобо-
рот, приводит к увеличению количества γH2AX, как
базального, так и индуцированного NaBut.

Роль MAP-киназ в индуцированном ИГД подавле-
нии репарации в трансформированных клетках. Ранее
было показано, что ИГД пролонгируют существова-
ние фокусов γH2AX, индуцированных генотоксиче-
ским воздействием (облучением, ингибиторами то-
поизомеразы II), благодаря снижению эффективно-
сти репарации ДНК в трансформированных клетках
(Abramova et al., 2011; Gnedina et al., 2022). Для иден-
тификации сигнальных путей, приводящих к ИГД-
зависимому ингибированию репарации, анализиро-
вали влияние MAP-киназ на репарацию ДР-ДНК
методом реактивации транскрипции поврежденной
ДНК в клетке-реципиенте. Данные экспериментов
по реактивации транскрипции показывают, что
фармакологическое ингибирование PI3-киназы или
PI3-подобных киназ ДНК-ПК и ATM снижает эф-
фективность репарации ДР (рис. 3а, светлые столб-

цы), тогда как ингибирование киназ ERK, JNK и p38
не влияет на эффективность базальной репарации
(рис. 3а).

Индуцированное NaBut ингибирование репара-
ции ДНК (рис. 3а, б, темные столбцы) отменялось
только при подавлении активности киназы p38 ве-
ществом SB203580. Подобные результаты, свиде-
тельствующие об определяющей роли киназы p38 в
ИГД-зависимом ингибировании репарации, были
получены при использовании клеток с генетически
инактивированными киназами (рис. 3б). В клетках с
инактивированной киназой JNK ДНК-репарация
снижается в присутствии NaBut, как и в контроль-
ных клетках mERas (рис. 3а, б). Однако в клетках,
экспрессирующих p38 с инактивирующими мутаци-
ями, NaBut не снижает эффективность восстановле-
ния ДР. Полученные результаты позволяют рассмат-
ривать киназу p38, как один из возможных опреде-
ляющих факторов в ИГД-индуцированной задержке
репарации ДНК в трансформированных клетках.

Вестерн-блот, представленный на рис. 3в, демон-
стрирует эффективность работы ингибиторов киназ,
использованных нами. Вещество PD98059 снижает
содержание фосфорилированных форм киназ

Рис. 3. Реактивация клетками-хозяевами транскрипции поврежденного эндонуклеазой гена люциферазы вектора pGL3-luc
в контрольных клетках mERas (а) и в клетках mERas с инактивированными формами киназы JNK (JNK–/–) или p38
(p38‒/‒) (б). Клетки трансфицировали интактным или поврежденным вектором pGL3-luc и инкубировали без NaBut (серые
столбики) или в присутствии NaBut (темные столбики) отдельно или в комбинации с ингибиторами (инг) MAP-киназ p38
(SB), ERK (PD, PD03), JNK (SP) или киназ ДНК-ПК, ATM/ATR или PI3K (WM, LY) в течение 24 ч. Относительную актив-
ность люциферазы, соответствующую эффективности репарации ДНК при действии химических веществ, рассчитывали по
отношению к эффективности восстановления транскрипции гена люциферазы в ничем не обработанных клетках mERas.
PD03 – PD0325901, другие обозначения те же, что и на рис. 2.
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ERK1/2 и PKB/Akt (рис. 3в), а его ингибирующая
активность в отношении вышележащих киназ в кас-
кадах MEK/ERK и PI3K/Akt описана в литературе
(Ye et al., 2018). Более специфичный ингибитор для
MEK/ERK-пути вещество PD0325901 снижает со-
держание только pERK1/2. Ингибиторы PI3-киназы
вещества LY294002 и WM уменьшают уровень фос-
форилированности PKB/Akt. Ингибиторы киназ
p38 и JNK не влияют на фосфорилированность этих
киназ, а изменяют только их активность. Вещество
SB203580 ингибирует каталитическую активность
MAP-киназы p38 через связывание с АТФ-связыва-
ющим карманом киназы (Young et al., 1997) и не ин-
гибирует фосфорилирование p38 (Kumar et al., 1999).
Вещество SP600125 ингибирует активность киназ
JNK за счет конкурирования за сайт связывания с
АТФ (Bennett et al., 2001) и также не влияет на фос-
форилирование самих киназ семейства JNK.

Таким образом, мы показали, что индуцирован-
ное NaBut ингибирование репарации ДНК отменя-
лось только при подавлении активности МАР-кина-
зы p38, как при использовании специфического хи-
мического ингибитора p38, так и при ее
генетической инактивации.

Ингибитор гистон-деацетилаз бутират натрия акти-
вирует фосфатазу Wip1. Для выяснения возможной
роли MAP-киназы p38 в ИГД-зависимой задержке
репарации ДНК и накоплении γH2AX в трансфор-
мированных клетках исследовали влияние NaBut на
изменение нижележащей мишени p38 фосфатазы
Wip1 (Lowe et al., 2012). Фосфатаза Wip1 является
членом семейства серин-треониновых фосфатаз
PP2C, которая способна как самостоятельно дефос-
форилировать гистон H2AX (Cha et al., 2010; Moon et
al., 2010), так и через инактивирование киназы ATM

(Shreeram et al., 2006) снижать количество γH2AX, в
результате чего нарушается рекрутирование важных
факторов репарации ДНК к поврежденным участ-
кам и задерживается репарация ДР ДНК.

Результаты вестерн-блоттинга показывают, что
NaBut параллельно с накоплением активированной
формы киназы p38 вызывает накопление онкосу-
прессорного белка p53 и, как следствие, увеличение
содержания фосфатазы Wip1 в трансформирован-
ных клетках mERas (рис. 4а).

Ранее нами было показано, что ИГД-индуциро-
ванное нарушение репарации ДНК в трансформи-
рованных клетках связано с дерегуляцией ключевых
репарационных белков, а именно с уменьшением
пула фосфорилированного белка репарации ДР
Mre11 и накоплением его гипофосфорилированной
и укороченной неактивной формы (Gnedina et al.,
2022). Для изучения возможной роли фосфатазы
Wip1 в дефосфорилировании и инактивировании
белка Mre11 клетки mERas были обработаны NaBut
отдельно или совместно с ингибитором фосфатаз ока-
даиковой кислотой. Результаты вестерн-блот-анализа
показывают, что окадаиковая кислота предотвращает
индуцированное NaBut появление гипофосфорили-
рованного белка Mre11, а также его укороченной не-
активной формы (рис. 4б).

ОБСУЖДЕНИЕ

Несмотря на наличие новых терапевтических
стратегий, распространенной тактикой противоопу-
холевой терапии остается применение генотоксиче-
ских агентов. Генотоксические агенты вызывают
разрывы ДНК, которые сопровождаются накопле-
нием маркера ДР-ДНК фосфорилированной формы
гистона H2AX (γH2AX) (Rogakou et al., 1998; van Atti-
kum, Gasser, 2009). ИГД самостоятельно не вызыва-
ют ДР-ДНК, однако, подобно генотоксическим
агентам, вызывают накопление γH2AX (Gaymes
et al., 2006; Abramova et al., 2011; Wang et al., 2012), а
также продлевают существование фокусов γH2AX,
индуцированных генотоксическими воздействиями
(Abramova et al., 2011), что позволяет предположить
такую реорганизацию клеточного ответа на повре-
ждение ДНК при действии ИГД в трансформиро-
ванных клетках, которая приводит к нарушению или
невозможности восстановления повреждений ДНК,
вызванных генотоксическими агентами. Для иден-
тификации сигнальных путей, приводящих к накоп-
лению γH2AX при действии ИГД в трансформиро-
ванных клетках, нами исследована роль представи-
телей семейства MAP-киназ.

Мы показали, что индуцированное NaBut фосфо-
рилирование гистона H2AX сопровождается актива-
цией киназ p38 и JNK1 и снижением активности
ERK и PKB/Akt (рис. 1). Подавление активности ки-
наз ERK и JNK уменьшало базальный уровень
γH2AX, но не отменяло NaBut-индуцированного

Рис. 4. Вестерн-блоты белков из клеток mERas, обрабо-
танных только NaBut в течение 24 ч (а) и NaBut отдельно
или совместно с ингибитором фосфатаз окадаиковой
кислотой (ОК) в течение 6 ч (б). ОК отменяет индуциро-
ванное NaBut появление гипофосфорилированной фор-
мы (Гипо-р) репарационного белка Mre11; Гипер-р и
Укороч – гиперфосфорилированная и укороченная фор-
ма Mre11 соответственно.
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фосфорилирования H2AX и не влияло на задержку
репарации ДР-ДНК, обусловленную действием
NaBut (рис. 3). Ингибирование MAP-киназы p38
увеличивало как базальное, так и индуцированное
NaBut фосфорилирование H2AX (рис. 2). Индуци-
рованное NaBut ингибирование репарации ДНК от-
менялось при снижении активности p38 как при ис-
пользовании специфического химического ингибито-
ра p38, так и при генетической инактивации (рис. 3).

В литературе широко представлены данные о ро-
ли MAP-киназ в клеточном ответе на повреждения
ДНК. Сигнальный путь MEK/ERK участвует в регу-
лировании клеточного ответа на ДНК-поврежде-
ния, способствуя остановке клеточного цикла (Wu
et al., 2006; Yan et al., 2007) для предотвращения деле-
ния с поврежденной ДНК и инициирования репара-
ции. Также ERK может осуществлять регулирование
фосфорилирования гистона H2AX через модуляцию
активности киназ ATM и ATR (Wu et al., 2006; Gold-
ing et al., 2007).

Киназы JNK вовлечены в регулирование ответа
клетки на повреждение ДНК и репарации через
транскрипционный фактор p53 (Picco, Pagès, 2013),
изменяя его стабильность и активность. Киназы
JNK могут также непосредственно фосфорилиро-
вать гистон H2AX по положению Ser139 в ответ на
генотоксические воздействия (Lu et al., 2006; Sluss,
Davis, 2006).

МАР-киназы семейства p38 активируются в ответ
на повреждение ДНК, накапливаются преимуще-
ственно в ядре, где стабилизируют и активируют
транскрипционный фактор p53 (Sanchez-Prieto et al.,
2000), следствием чего является пролиферативный
блок клеточного цикла G1/S, репарация ДНК и
(или) запуск апоптоза. Существуют противоречивые
данные о влиянии киназ p38 на фосфорилирование
гистона H2AX. С одной стороны, показано, что ин-
гибирование активности p38 не отменяет экспрес-
сию γH2AX, вызванную генотоксическим воздей-
ствием, в клетках HeLa, и активирует апоптоз
(Phong et al., 2010). С другой стороны, ингибирова-
ние p38 снижает фосфорилирование H2AX и апо-
птоз, индуцированные сывороточным голоданием в
трансформированных кератиноцитах (Lu et al.,
2008). Более того, p38 способны непосредственно
фосфорилировать H2AX, что необходимо для ин-
дукции апоптоза, вызванного сывороточным голо-
данием (Lu et al., 2008).

Показанная нами активация MAP-киназы p38
при действии ИГД приводит к p53-зависимому на-
коплению фосфатазы Wip1 (рис. 4). Серин-треони-
новая фосфатаза Wip1 вовлечена в передачу сигнала
о повреждении ДНК (Cha et al., 2010; Moon et al.,
2010) и способна как самостоятельно дефосфорили-
ровать гистон γH2AX (Cha et al., 2010; Moon et al.,
2010), так и через инактивирование киназы ATM
(Shreeram et al., 2006) снижать количество γH2AX, в
результате чего нарушается рекрутирование важных

факторов репарации ДНК к поврежденным участкам и
задерживается репарация ДР-ДНК (Moon et al., 2010).
Полученные результаты о накоплении Wip1 при
действии NaBut позволяют сделать предположение
о ее роли в NaBut-зависимом ингибировании репа-
рации.

Ранее нами было показано, что снижение эффек-
тивности восстановления ДР-ДНК при действии
NaBut в трансформированных клетках связано с нару-
шением стабильности одного из компонентов репара-
ционного комплекса MRN (Nbs1/Rad50/Mre11) белка
Mre11 (Gnedina et al., 2022). NaBut вызывает накопле-
ние гипофосфорилированной формы Mre11, а также
его неактивной укороченной формы (Gnedina et al.,
2022). Известно, что дефосфорилирование белка
Mre11 является инициирующим событием для его
дальнейшего протеолиза до укороченной формы,
лишенной ДНК-связывающей и нуклеазной актив-
ности (Nicholson et al., 2017). Инактивацию ком-
плекса MRN связывают с повышением чувствитель-
ности опухолевых клеток к генотоксической тера-
пии за счет снижения эффективности репарации
повреждений ДНК (Bian et al., 2019).

Мы предположили участие фосфатазы Wip1 в де-
стабилизации репарационного белка Mre11 и пока-
зали, что ингибитор фосфатаз окадаиковая кислота,
подавляющая активность Wip1 (Fiscella et al., 1997),
отменяет NaBut-индуцированное накопление гипо-
фосфорилированной формы белка Mre11 и его неак-
тивной укороченной формы в трансформированных
клетках (рис. 4б). Таким образом, индуцированная
NaBut инактивация белка Mre11, опосредованная фос-
фатазой Wip1, предотвращает последующую сборку
комплекса репарации и восстановление поврежден-
ной ДНК, что и может объяснять ИГД-зависимое
ингибирование репарации ДР-ДНК и персистиро-
вание фокусов γH2AX. Действие генотоксических
агентов на клетки с модифицированной подобным
образом системой ответа на ДНК-повреждения и ре-
парации приводит к накоплению ДР-ДНК, репара-
ция которых затруднена. Следовательно, можно
предположить, что ИГД, самостоятельно не вызы-
вая ДР, модифицируют систему ответа клетки на
ДНК-повреждения таким образом, что сенсибили-
зируют клетки к генотоксическому стрессу, препят-
ствуя репарации вносимых ими повреждений ДНК.

Фосфатаза Wip1 в настоящее время активно изу-
чается как потенциальная мишень комбинирован-
ной противоопухолевой терапии в сочетании с гено-
токсическими агентами. Однако четкого видения, в
каком направлении необходимо изменение актив-
ности Wip1, пока нет. Существуют данные о повы-
шении чувствительности опухолевых клеток к гено-
токсическим агентам при ингибировании Wip1 (Be-
lova et al., 2005; Pechackova et al., 2016). С другой
стороны, увеличение апоптотической гибели р53-
негативных опухолевых клеток при действии гено-
токсических агентов происходило при повышении
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экспрессии фосфатазы Wip1 через активацию тран-
скрипции гена проапоптотического белка Bax (Go-
loudina et al., 2012; Eren et al., 2021).

Предложенная нами модель сенсибилизации
трансформированных клеток к ДНК-повреждающим
воздействиям с помощью фосфатазы Wip1 через де-
фосфорилирование и инактивирование репарацион-
ного белка Mre11 еще нуждается в дополнительном
обосновании в исследованиях с применением более
специфических ингибиторов фосфатазы и методов ге-
нетической инактивации wip1. Однако полученные
результаты позволяют сделать предположение об
участии p38/Wip1-пути в ИГД-индуцированном на-
коплении γH2AX и ингибировании репарации ДНК
в трансформированных клетках.
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The Role of MAP Kinases in the Induced Histone H2AX Phosphorylation
in Transformed Cells
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aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St-Petersburg, 194064 Russia
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Previously, we have shown that inhibitors of histone deacetylases (HDIs) do not induce DNA double strand breaks
(DNA DSBs). However, like genotoxic agents, HDIs initiate the accumulation of phosphorylated histone H2AX
(γH2AX), which is a DNA DSB marker. HDIs can also reduce the efficiency of repair of DNA damaged by genotoxic
effects in transformed cells. The aim of this work was to identify the signaling pathways leading to the accumulation
of γH2AX under the HDIs treatment in transformed cells. There was considered the role of the MAPK family kinas-
es in phosphorylation of histone H2AX as well as inhibition of DNA repair induced with HDI sodium butyrate
(NaBut). It was shown that the accumulation of γH2AX under the NaBut treatment is accompanied by a decrease
of the ERK and PKB/Akt kinases phosphorylation level in transformed cells. The activating phosphorylation of p38
kinase increases under the NaBut treatment, causing Wip1 phosphatase accumulation, which may be one of the rea-
sons for the DNA repair inhibition. Suppression of p38 kinase activity abolishes the NaBut-induced inhibition of
repair efficiency. The data obtained suggest the role of the p38/Wip1 pathway in the HDIs-induced decrease in re-
pair efficiency in transformed cells.

Keywords: HDAC inhibitor, sodium butyrate, histone H2AX phosphorylation, MAP kinase, DNA repair, Wip1
phosphatase
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Снижение энергетического метаболизма головного мозга коррелирует с когнитивными нарушениями при
болезни Альцгеймера. Накапливающиеся экспериментальные данные указывают на то, что переносчики
лактата и монокарбоксилатные транспортеры (МСТ) принимают непосредственное участие в церебраль-
ном энергетическом метаболизме. Однако в настоящее время изменения уровня лактата и МСТ при бо-
лезни Альцгеймера остаются неясными. Цель исследования заключалась в изучении содержания лактата
и уровня его транспортеров MCT1 и MCT2 в клетках нейрональной, астроглиальной и эндотелиальной
природы при остром токсическом действии бета-амилоида (Aβ1–42) in vitro и in vivo. Показано, что в усло-
виях острого токсического действия Aβ1–42 in vivo значимо (P ≤ 0.05) уменьшается уровень лактата в ткани
гиппокампа и повышается в диализате на фоне низкого уровня MCT1 и MCT2. In vitro выявлена высокая
(P ≤ 0.05) продукция лактата астроцитами, сопряженная с низким (P ≤ 0.05) уровнем MCT2 на нейронах.
Таким образом, Aβ1–42 вызывает снижение уровня лактата в ткани гиппокампа и повышение его уровня
в диализате in vivo, что коррелирует с нарушением уровня MCT1 и MCT2. Это указывает на нарушение
энергетического метаболизма за счет острого токсического действия Aβ1–42. При этом выявленное повы-
шение продукции лактата астроцитами in vitro может свидетельствовать о включении компенсаторного
механизма, направленного на поддержание астроцитарно-нейронального взаимодействия.

Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, лактат, MCT, энергетический метаболизм
DOI: 10.31857/S0041377123010042, EDN: GOTNXZ

Болезнь Альцгеймера (БА) – хроническое нейро-
дегенеративное заболевание, характеризующееся
наличием клубков гиперфосфорилированного тау-
белка, отложением пептида бета-амилоида (Aβ1–42)
и потерей нейронов (Forlenza et al., 2010). Характер-
ной особенностью пациентов с БА является неспо-
собность консолидировать долговременную память,
что приводит к прогрессирующему ухудшению памяти
по мере развития заболевания (Bondi et al., 2017).

Важно отметить, что энергетические потребности
головного мозга очень высокие, и в этом контексте
действуют жесткие регулирующие механизмы, обес-
печивающие своевременную доставку необходимых
энергетических субстратов в соответствии с актив-
ностью нейронов, для формирования и консолида-
ции памяти (Falkowska et al., 2015; Shin et al., 2018).
Ряд исследований убедительно продемонстрирова-
ли, что снижение энергетического метаболизма го-
ловного мозга может не только предшествовать, но и
способствовать развитию БА с выраженным прояв-
лением митохондриальной и когнитивной дисфунк-
ции (Mosconi et al., 2009; Croteau et al., 2018). Глюко-
за является одним из ключевых компонентов сиг-
нальных путей для поддержания функции нейронов.

Принятые сокращения: БА – болезнь Альцгеймера; ГЭБ – ге-
мато-энцефалический барьер; МСТ – монокарбоксилатные
транспортеры; Aβ1–42 – бета-амилоид; BSA – бычий сыворо-
точный альбумин; GFAP – глиальный фибриллярный кислый
белок; NSE – нейрон-специфическая энолаза; PBS – фосфат-
но-солевой буферный раствор.

УДК 616.894-092.9-092.4
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При этом в условиях покоя астроциты потребляют
больше всего глюкозы (около 85%) и выделяют лак-
тат, в то время как нейроны вносят минимальный
вклад в потребление этого субстрата в головном моз-
ге (Bolaños et al., 2010).

Как показывают последние экспериментальные
данные, нарушение церебрального метаболизма
глюкозы, обусловленное снижением нейронально-
го поглощения глюкозы, дисфункцией митохон-
дрий и увеличением продукции активных форм
кислорода, обнаруживается у лиц с семейной формой
БА еще до накопления бляшек Aβ1–42 (Ding et al.,
2013; Wang et al., 2020).

Многие исследования также продемонстрирова-
ли, что переносчики глюкозы в значительной мере
уменьшаются в головном мозге при БА, что, в свою
очередь, может способствовать нарушению памяти
(Correia et al., 2012; Jin et al., 2013; Bartolotti, Lazarov,
2019). Это прямо указывает на существование тесной
корреляции между гипометаболизмом глюкозы и
дефицитом памяти при БА (Cunnane et al., 2011).

Несмотря на ряд свидетельств того, что лактат яв-
ляется важным энергетическим субстратом для ор-
ганизма, особенно на ранних этапах онтогенеза, его
присутствие в головном мозге интерпретируется как
признак церебрального повреждения. Кроме того,
долгое время лактат считался потенциально токсич-
ным продуктом метаболизма, однако теперь он при-
знан не только ключевым участником нейрон-аст-
роглиального метаболического сопряжения, но даже
предпочтительным источником энергии при опре-
деленных обстоятельствах (Tang, 2018; Muraleedha-
ran et al., 2020).

Известно, что в физиологических условиях акти-
вация анаэробного гликолиза является обычным
способом адаптации при дефиците энергии в голов-
ном мозге (Koenig, 2008).

Необходимо отметить и установленные доказа-
тельства того, что аэробный гликолиз и связанное с
ним производство и транспорт лактата от астроци-
тов к нейронам важен для поддержания синаптиче-
ской пластичности и долговременной памяти (New-
man et al., 2011; Suzuki et al., 2011). Было выявлено,
что интрагиппокампальные инфузии лактата в зна-
чительной степени улучшают память у крыс, при
этом эффект выраженно подавляется фармакологи-
ческим ингибированием транспорта лактата в ней-
роны (Newman et al., 2011).

Стоит отметить, что транспорту лактата в нейроны
ЦНС способствуют монокарбоксилатные транспорте-
ры (МСТ). Известно, что MCT1 во взрослом головном
мозге экспрессируется, в основном, астроцитами и
клетками церебрального эндотелия, а MCT2 – пре-
имущественно нейронами (Salmina et al., 2015), но
экспрессия этих транспортеров может быть зареги-
стрирована и на других клетках, например, транс-
портеры MCT1 при гипоксии активно экспрессиру-
ются на нейронах, тогда как экспрессия MCT2 на

нейронах в данных условиях резко снижается. Инте-
ресно, что PGC-1 (стимулятор митохондриального
биогенеза) увеличивает уровень MCT1 в разных
клетках (Bergersen, 2015).

Примечательно, что MCT1 может работать и на
импорт, и на экспорт лактата, в зависимости от
энергетических потребностей клеток, тогда как
MCT2, в основном, используется для транспорта
лактата внутрь клеток, однако некоторые авторы
считают, что MCT1 и MCT2 в большей степени
предназначены для импорта лактата, а MCT4 – для
высвобождения лактата из клеток (Bergersen, 2015).

Ряд исследований показал, что содержание лак-
тата и уровня МСТ изменяются при патологических
заболеваниях, таких как опухоль и ишемия головно-
го мозга (Moreira et al., 2009; Pinheiro et al., 2012). Со-
путствующие исследования продемонстрировали,
что уровни лактата в значительной мере повышены в
спинномозговой жидкости у пациентов с БА на фоне
сопровождающегося гипометаболизма глюкозы (Li-
guori et al., 2016). Однако исследования влияния
уровня лактата и содержания MCT на нейрональную
и астроглиальную дисфункцию при БА весьма огра-
ничены.

Таким образом, цель настоящего исследования –
изучение содержания лактата и содержания его
транспортеров – MCT1 и MCT2 в клетках нейро-
нальной, астроглиальной и эндотелиальной приро-
ды при остром токсическом действии Aβ1–42 in vitro
и in vivo.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Для проведения исследований использовали мо-
делирование БА в условиях in vivo и in vitro. Исполь-
зование в нашем исследовании мышиной модели БА
обеспечивает не только лучшее понимание поведен-
ческих изменений, ассоциированных с нарушением
экспрессии транспортеров лактата в процессе разви-
тия заболевания, но также учитывает биологиче-
скую сложность живого организма. Однако модель
in vivo ограничивает доступность к интересующей
ткани, затрудняет мониторинг в реальном времени и
измерение уровня целевых маркеров при развитии
заболевания, нивелируя влияние побочных факто-
ров. Напротив, модель БА in vitro с использованием
клеточных культур (нейронов, астроцитов и эндоте-
лиоцитов) – модель гемато-энцефалического барье-
ра (ГЭБ) с добавлением Aβ1–42 – позволяет прове-
сти исследования на живых клетках, а также дает
возможность осуществлять непрерывное наблюде-
ние за процессами, протекающими на клеточном
уровне (Shin et al., 2019). Иными словами – получить
подробную информацию о молекулярных механиз-
мах в интересующих нервных клетках определенно-
го региона головного мозга. При этом возможное
влияние сопутствующих факторов, наличие которых
вероятно в условиях in vivo, исключается. Таким об-
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разом, модель БА in vitro выступает в качестве значи-
мого дополнительного инструмента для преодоле-
ния ограничений модели заболевания на животных.

В нашем случае модель БА in vitro использовалась
для изучения уровня лактата и содержания его
транспортеров, то есть возможных метаболических
изменений, происходящих в клетках нейрональной,
астроглиальной и эндотелиальной природы (в моде-
ли ГЭБ) при культивировании в присутствии Aβ1–
42. Блок-схема эксперимента in vivo представлена на
рис. 1.

Животные и эксперименты с ними. В работе ис-
пользовали 20 самцов мышей линии C57BL/6 в воз-
расте 4 мес. Экспериментальная группа животных
(C57BL/6 + Aβ1–42) – мыши после введения в зону
гиппокампа CA1 амилоида Aβ1–42 по 1 мкл билате-
рально согласно стереотаксическим координатам
(ML ± 1.3 мм, в AP – 2.0 мм. DV – 1.9 мм) (n = 10).
Контрольная группа мышей (C57BL/6 + PBS) –
ложно-оперированные животные после введения
фосфатно-солевого буферного раствора (PBS), рас-
творителя для Aβ1–42 (n = 10).

Животные во всех вариантах экспериментов на-
ходились в клетках со свободным доступом к воде и
корму при температуре 21 ± 1°С и регулярном свето-
вом цикле 12 ч день/12 ч ночь. Планирование и про-
ведение экспериментов на животных осуществляли
при соблюдении “принципа 3R”: Replacement – ис-
пользование альтернативных методов (культуры
клеток); Reduction – использование минимального
количества животных в эксперименте; Refinement –
не подвергать животных безосновательному стрессу
до, во время и после проведения эксперимента. Ран-
домизации не было при распределении объектов ис-
следования. Размер выборки не рассчитывался.

Все исследования на животных проводили в соот-
ветствии с соблюдением принципов гуманности, из-
ложенных в Директиве Европейского сообщества
(2010/63/ЕС). Исследования выполняли после
утверждения заявки и протокола на использование
лабораторных животных для исследования на засе-
дании биоэтической комиссии по работе с животны-
ми при локальном этическом комитете Краснояр-
ского государственного медицинского университета
имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого Мини-

стерства здравоохранения РФ (выписка из протоко-
ла № 3 от 29.10.2019 г.).

Экспериментальное моделирование нейродегенера-
ции in vivo. Моделирование БА проводили путем
интрагиппокампального введения Aβ1–42 (Sigma-
Aldrich, США) по стереотаксическим координатам
мозга в зону СА1. Aβ1–42 предварительно растворя-
ли в ДМСО (Sigma-Aldrich, США) до концентрации
4 мМ, затем брали аликвоту и разбавляли в PBS (Sig-
ma-Aldrich, США) до концентрации 50 мкM с после-
дующей агрегацией в термостате при 37°С в течение
7 сут. 1 мкл Aβ1–42 вводили с каждой стороны гип-
покампа в зону СА1 (Epelbaum et al., 2015). Кон-
трольной группе животных вводили PBS, содержа-
щий ДМСО в том же количестве, что и при растворе-
нии Aβ1–42, с использованием той же процедуры.

Признаки БА выявляли, начиная с 10 сут (Sipos et al.,
2007) после оперативного вмешательства. Верифи-
кацию модели БА проводили с помощью окрашива-
ния срезов головного мозга тиофлавином S (Sigma-
Aldrich, США) (Комлева и др., 2015). После введения
Aβ1–42 в ткани головного мозга амилоидные бляшки
флуоресцировали зеленым цветом (рис. 2).

Оценку когнитивных функций у исследуемых
групп животных проводили с использованием ней-
роповеденческого теста Fear conditioning, результа-
ты по которому были представлены нами ранее (Го-
рина и др., 2017).

Микродиализ ткани головного мозга эксперимен-
тальных животных. Сбор межклеточной жидкости
(диализата) осуществляли с использованием уста-
новки для микродиализа (Eicom Corporation, США).
Перед проведением микродиализа эксперименталь-
ным животным в левый желудочек головного мозга с
помощью стереотаксического аппарата устанавливали
направляющую канюлю по координатам ML 1 мм, в
AP – 0.46 мм, DV 2.2 мм, которую затем фиксировали
стоматологическим цементом.

После операции животное помещали в клетку на
5 сут для полного восстановления со свободным до-
ступом к воде и корму при постоянной температуре
21 ± 1°С и регулярном световом цикле 12 ч день/12 ч
ночь.

Рис. 1. Блок-схема эксперимента по определению уровня лактата и его транспортеров in vivo. ИК – интрагиппокампальное,
ПО – послеоперационный, СФМ – спектрофотометрия, ИГХ –иммуногистохимия.
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Сбор целевых компонентов межклеточной жид-
кости головного мозга осуществляли с использова-
нием искусственной спинномозговой жидкости,
приготовление которой осуществляли следующим
образом: в деионизованной воде (5 мл) растворяли
0.36525 г NaCl (Sigma-Aldrich, США), 0.0093 г KCl
(Sigma-Aldrich, США) и 0.0075 г NaH2PO4 (Sigma-Al-
drich, США). К 0.5 мл полученного раствора добав-
ляли 0.01092 г NaHCO3 (Sigma-Aldrich, США),
0.009 г кристаллической глюкозы (Sigma-Aldrich,
США), 0.01 г CaCl2 (Sigma-Aldrich, США), 0.0025 г
MgCl2 (Sigma-Aldrich, США) и доводили общий объем
аликвоты до 5 мл. Полученный раствор фильтровали.

Сбор диализата проводился в течение 24 ч у сво-
боднодвижущегося животного, подключенного че-
рез капилляры к направляющей канюле. Мышь на-
ходилась в прозрачном боксе со свободным досту-
пом к воде и корму. Диализат (V = 20 мкл) собирался со
скоростью 0.3 мкл/мин в микропланшет, расположен-
ный в коллекторе с системой охлаждения до 2°C.

Иммуногистохимия ткани головного мозга. Через
60 мин после проведения микродиализа осуществ-
ляли транскардиальную перфузию 4%-ным пара-
формальдегидом (Sigma-Aldrich, США) с последую-
щим забором головного мозга. Мозг фиксировали в
10%-ном нейтральном забуференном формалине рН
7.4 (Sigma-Aldrich, США), после чего погружали в
20%-ный раствор сахарозы (Sigma-Aldrich, США). С
помощью микротома (Thermo Scientific Microm HM
650, США) изготавливали срезы толщиной 50 мкм.
Изучали наличие и уровень целевых маркеров мето-
дом непрямой иммуногистохимии для свободно
плавающих срезов (Encinas, Enikolopov, 2008).

После промывки в PBS срезы блокировали 3%-
ным бычьим сывороточным альбумином (BSA, Sig-
ma-Aldrich, США) в PBS и 1%-ном Тритоном X-100
(Sigma-Aldrich, США) в течение 1 ч при комнатной
температуре с последующим инкубированием в те-

чение ночи с первичными антителами с 3%-ным
BSA в PBS и 0.2%-ным Тритоном Х-100 при 4°С. По-
сле инкубации с первичными антителами срезы
промывали и инкубировали со вторичными антите-
лами в течение 2 ч при комнатной температуре. На-
именование первичных и вторичных антител пред-
ставлены в табл. 1. Изображения получали с помо-
щью конфокального микроскопа (Olympus FV 10i,
Япония).

В иммуногистохимическом исследовании в экспе-
риментальной и контрольной группах было по 5 жи-
вотных. От каждого животного отбирали по 3 среза
головного мозга. Подсчет клеток, экспрессирующих
MCT1 и MCT2 в клетках нейрональной, астрогли-
альной и эндотелиальной природы, в каждом срезе в
области гиппокампа проводили в трех полях зрения
(100 × 100 мкм). Регистрировали среднее значение
по трем полям зрения. В графическом изображении
представлены среднее значение по трем полям зре-
ния с каждого среза (число срезов n = 15). При обработ-
ке полученных результатов принимали во внимание
долю клеток, которые несли целевую метку и выража-
ли в процентах от общего числа клеток.

Определение уровня лактата в ткани гиппокампа и
диализате in vivo. Уровень лактата определяли в груп-
пах по 5 животных. Подготовку ткани гиппокампа
проводили следующим образом: образцы тканей
(около 10 мг ткани) промывали в холодном PBS, ре-
суспендировали ткань в 6-кратном объеме буфера
для анализа лактата (Lactate Assay Buffer, Abcam, Ве-
ликобритания) на льду с помощью гомогенизатора
Даунса (WK Life Sciences GmbH, Германия), затем
центрифугировали (центрифуга с охлаждением Hi-
tachi Koki, Япония) при 11000 g в течение 5 мин при
4°C, после чего супернатанты собирали и переноси-
ли в чистые пробирки. Уровень лактата определяли
спектрофотометриечски с помощью микроплан-
шетного фотометра (Anthos 2010; Biochrom, Велико-
британия) согласно протоколу производителя, пред-

Рис. 2. Визуализация бляшек бета-амилоида (Aβ1−42) в областях головного мозга экспериментальных мышей. DG – зубча-
тая извилина гиппокампа, CA1 – область гиппокампа, BLA – базолатеральное миндалевидное тело, CTX – кора.
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ставленного в наборе L-Lactate Assay Kit (Colorimet-
ric/Fluorometric) (Abcam, Великобритания).

Получение первичных культур клеток и моделиро-
вание нейроваскулярной единицы/ГЭБ. Блок-схема
эксперимента in vitro представлена на рис. 3. В рабо-
те использовали первичные культуры клеток цере-
брального эндотелия, астроцитов и нейронов, выде-
ленные из головного мозга эмбрионов мыши линии
C57BL/6 (общее число животных 32).

Выделение церебральных эндотелиоцитов прово-
дили по модифицированному протоколу (Liu et al.,
2013). Кору головного мозга выделяли в холодном
растворе Хенкса (ПанЭко, Россия), мелко измельча-
ли и центрифугировали при 150 g и комнатной тем-
пературе в течение 3 мин. Затем к осадку добавляли
двукратный объем 25%-ного раствора фетальной
бычьей сыворотки (FBS, HyClone, Южная Амери-
ка), тритурировали 25 раз пипеткой 5 мл с последую-
щим центрифугированием гомогената при 600 g и
комнатной температуре в течение 10 мин. Забирали
нижний слой и переносили в коническую пробирку.
Повторяли этапы тритурирования и центрифугиро-
вания 3 раза. Затем проводили ферментативную об-
работку пеллета в двукратном объеме (по отноше-
нию к объему пеллета) 0.1%-ного раствора коллаге-

назы II (ПанЭко, Россия) при температуре 37°С в
течение 35 мин с периодическим перемешиванием. За-
тем проводили ресуспензирование осадка с последую-
щим центрифугированием при 150 g в течение 5 мин.

Культивирование фрагментов и отдельных эндо-
телиальных клеток осуществляли при температуре
37°С и 5% CO2 в культуральных флаконах, предвари-
тельно покрытых желатином (Gelatin Solution0.1%.
Biological Industries, США) в культуральной среде
DMEM (ПанЭко, Россия), содержащей 20% раство-
ра FBS (ПанЭко, Россия), 3 мг/мл глюкозы (Sigma-
Aldrich, США), 0.58 мг/мл глутамина (Sigma-Aldrich,
США), 100 Ед./мл пенициллина, 100 мг/мл стрепто-
мицина (HyClone, Южная Америка); смену среды
проводили каждые 3 сут. Клетки во флаконе промы-
вали 2 раза раствором Хенкса (ПанЭко, Россия) и об-
рабатывали 0.25%-ным раствором трипсина и ЭДТА
(ПанЭко, Россия). Смену среды осуществляли каж-
дые 2–3 сут.

Выделение и культивирование нейросфер. Голов-
ной мозг помещали в ледяной 2%-ный раствор глю-
козы в PBS, затем выделяли интересующие области
(гиппокамп, стенки боковых желудочков) и иссека-
ли до размеров 1 мм3. Далее переносили в свежий

Таблица 1. Антитела, используемые в иммуногистохимическом исследовании in vivo и in vitro

Антитела in vivo (разбавление 1 : 1000)

Первичные Вторичные

Против CD31 моноклональные мыши (MBS532307; 
MyBioSource, США)

Козлиные антимышиные, Alexa Fluor 488 (ab 150157; 
Abcam, Великобритания)

Против NSE (нейрон-специфическая энолаза) поликло-
нальные цыпленка (GTX85462; GeneTex, США)

Козлиные антицыплячьи, Alexa Fluor 488 (ab 150169; 
Abcam, Великобритания)

Против GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок) 
моноклональные мыши (MBS8241552; MyBioSource, 
США)

Козлиные антимышиные, Alexa Fluor 488 (ab 150113; 
Abcam, Великобритания)

Против MCT1 поликлональные кролика (TA321556; Ori-
Gene Technologies, США)

Ослиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150074; 
Abcam, Великобритания)

Против MCT2 поликлональные кролика (bs-3995R; Bioss 
Inc., США)

Ослиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150074; 
Abcam, Великобритания)

Антитела in vitro

Первичные (разбавление 1 : 300) Вторичные (разбавление 1 : 500)

Против ZO1 поликлональные козла (sc-8147; Santa Cruz; 
США)

Ослиные антикозьи, Alexa Fluor 488 (A11055; Thermo 
Fisher Scientific, США)

Против NeuN моноклональные мыши (MAB377; Merck 
Millipore, США)

Козлиные антимышиные, Alexa Fluor 488 (ab150117; 
Abcam, Великобритания)

Против GFAP поликлональные цыпленка (LS-B6299; 
LSBio, США)

Козлиные антицыплячьи, Alexa Fluor 555 (A-21437; 
Thermo Fisher Scientific, США)

Против MCT1 поликлональные кролика (LS-B14628; 
LSBio, США)

Козлиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150078; 
Abcam, Великобритания)

Против MCT2 поликлональные кролика (ab224627; 
Abcam, Великобритания)

Ослиные антикроличьи, Alexa Fluor 555 (ab 150074, 
Abcam, Великобритания)
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2%-ный раствор глюкозы в PBS на 1 мин. После оса-
ждения ткани супернатант удаляли. Оставшуюся
ткань ресуспендировали в 1 мл среды NeuroCult NS-
A Proliferation (StemCell, США). Тритурацию ткани
проводили (около 30 раз) стерильным пластиковым
наконечником до получения однородной суспензии
клеток. Затем добавляли 1 мл свежей среды Neuro-
Cult NS-A Proliferation. Через 2 мин после осаждения
неразделенных кусочков ткани собирали суперна-
тант и переносили его в другую пробирку. Собран-
ный супернатант центрифугировали при 150 g в тече-
ние 5 мин, после чего удаляли супернатант и добав-
ляли 1 мл свежей среды NeuroCult NS-A Proliferation
с последующей тритурацией.

С помощью цитометра Scepter Cell Counter (Milli-
pore, США) проводили подсчет клеток. Клетки
(1.5 × 106 кл./мл) сеяли в культуральные флаконы T-
75 см2 с 25 мл среды NeuroCult NS-A Proliferation и
культивировали в условиях инкубатора при 37°C и
5% CO2. Образование нейросфер наблюдали через
24–48 ч.

Получение культуры астроцитов. Поводили на-
правленную дифференцировку нейросфер в среде
Astrocyte Medium (ScienCell, США) следующего со-
става: базальная среда (Basal Medium, ScienCell,
США), 10% FBS (HyClone, США), AGS (ScienCell,
США), раствора пенициллина-стрептомицина (Sci-
enCell, США) в конечной концентрации 50 Ед./мл.
Через 7–9 сут наблюдали образование монослоя аст-
роцитов.

Получение сокультуры астроцитов и нейронов. Со-
культуру получали из нейросфер путем направлен-
ной дифференцировки в астроциты и нейроны
(Моргун и др., 2013). В качестве культуральной сре-
ды использовали NeuroCult NS-A Proliferation Kit, с

добавлением гепарина, основного фактора роста
фибробластов (βFGF) и эпидермального фактора
роста (EGF). Полученные клетки (1.5 × 106 кл./мл)
засевали в культуральные флаконы T-75 см2 с 25 мл
среды. Далее проводили дифференцировку нейро-
сфер в астроциты и нейроны в культуральной среде
NeuroCult NS-A Differentiation Kit.

Получение модели ГЭБ in vitro. Смесь астроцитов
и нейронов помещали на дно культурального план-
шета, после устанавливали культуральную вставку
(Corning-Costar, США), на которую помещали эндо-
телиоциты. Для получения модели нейроваскуляр-
ной единицы эндотелиоциты культивировали сов-
местно с астроцитами и нейронами (при соотноше-
нии 1 : 2 : 1 соответственно) в культуральном
планшете в среде DMEM с FBS, глутамином и сме-
сью антибиотиков при 37°C и 5% CO2.

Моделирование острого токсического действия
Aβ1–42 in vitro. Для исследования действия Аβ1–42
на культуру изолированных астроцитов клетки экс-
периментальной группы культивировали в среде,
содержащей Аβ1–42 в конечной концентрации
100 нмоль. Через 24 ч производили забор культу-
ральной среды для последующего определения в ней
концентрации лактата. В экспериментальной и кон-
трольной группах было по 6 лунок.

Для исследования острого токсического действия
Aβ1–42 в модели ГЭБ к клеткам добавляли Аβ1–42 в
той же конечной концентрации (100 нмоль) в пита-
тельной среде. Через 24 ч и 48 ч оценивали измене-
ние уровня исследуемых молекул на каждом типе
клеток (астроцитах нейронах, эндотелиоцитах). В
обеих группах было по 10.

Оценка уровня лактата в среде культивирования
астроцитов в присутствии и отсутствие Аβ1–42. Опре-

Рис. 3. Схема-дизайн эксперимента по определению уровня лактата и его транспортеров in vitro. ИГХ – иммуногистохимия.
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деление уровня лактата (Colorimetric/Fluorometric)
проводили по стандартному протоколу фирмы-из-
готовителя (Abcam, Великобритания) в среде, в ко-
торой культивировались астроциты с добавлением
Aβ1–42 (в конечной концентрации 100 нмоль) и без
его добавления (контроль). Для этого смешивали
50 мкл образца с 50 мкл реакционной смеси (46 мкл
Lactate Assay Buffer, 2 мкл Lactate Probe, 2 мкл En-
zyme Mix), инкубировали при комнатной темпера-
туре в защищенном от света месте в течение 30 мин.
Оптическую плотность определяли с помощью мик-
ропланшетного ридера CLARIOstar Plus (Германия)
при длине волны 492 нм. Полученные результаты
выражали в нмоль на 1 лунку по данным калибро-
вочной кривой, построенной по стандартным рас-
творам различной концентрации (0, 2, 4, 6, 8 и 10
нмоль/мкл), приготовленным из стандарта, прила-
гаемого в наборе.

Иммуногистохимическое исследование in vitro. Ре-
гистрацию уровня MCT1 и MCT2 в клетках эндоте-
лия, нейронах и астроцитах, культивируемых сов-
местно в течение 24 и 48 ч, осуществляли в модели
ГЭБ после добавления 100 нмоль Aβ1–42 и без его
добавления (контроль). Первичные антитела для
иммуногистохимического исследования (см. табл. 2)
использовали в рабочем разведении 1 : 300. Время
инкубации составляло 18 ч при 4°С. Вторичные ан-
титела использовали в разведении 1 : 500, время ин-
кубации составляло 2 ч при 37°С (табл. 1).

Микроскопию клеток осуществляли на флуорес-
центном микроскопе ZOE (Bio-Rad, США). Каждый
эксперимент повторяли 10 раз. Считали клетки, по-
зитивные по каждому виду антигена в образце (не
менее 5 полей зрения). При обработке полученных
результатов принимали во внимание долю клеток,
которые несли целевую метку и выражали ее в про-
центах от общего числа клеток (100%).

Статистический анализ. Статистический анализ
полученных результатов проводили с помощью про-
грамм GraphPad Prizm 8.0.1 (версия 8.0, США) и
Stаtplus Professional (AnalystSoft Inc, США), сборка
5.9.8.5/Core v.5.9.33 и GraphPad 6.0 (США). В связи с
отсутствием нормальности распределения сравне-
ние двух групп проводили с использованием непара-
метрического U-критерий Манна–Уитни. Проверку
статистических гипотез выполняли при критическом
уровне значимости P = 0.05. Результаты представлены
в виде Me [Q1; Q3]), где Ме – медиана, Q1 – нижний
квартиль, Q3 – верхний квартиль.

Реактивы. Использовали Aβ1−42, ДМСО, PBS,
тиофлавин S, глутамин, NaCl, KCl, NaH2PO4,
NaHCO3, CaCl2, MgCl2, параформальдегид, сахаро-
зу, BSA и Triton X-100 от Sigma-Aldrich (США); лак-
тат (Lactate Assay Buffer), L-Lactate Assay Kit (Colori-
metric/Fluorometric) (Abcam, Великобритания);
культуральную среду DMEM, раствор Хенкса, рас-
твор трипсина и коллагеназу II, ЭДТА (ПанЭко,
Россия); фетальную бычью сыворотку (FBS), пени-

циллин, стрептомицина (HyClone, Южная Амери-
ка), NeuroCult NS-A Proliferation (StemCell, США),
среду Astrocyte Medium (ScienCell, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Мы оценили уровни лактата в ткани и во внекле-
точном пространстве (диализате) головного мозга в
норме и при остром токсическом действии Aβ1–42
in vivo. В ходе исследований установлено, что уро-
вень лактата в гиппокампе животных опытной груп-
пы значимо (P = 0.0449) снижается по сравнению с
ложно-оперированными животными. Интересно,
что во внеклеточном пространстве головного мозга
наблюдается противоположная картина, а именно
высокий уровень лактата в условиях острого дей-
ствия Aβ1–42 (P = 0.0358) по сравнению с ложно-
оперированными животными (рис. 4).

Для выяснения вклада астроцитов в продукцию
лактата при токсическом действии Aβ1–42 мы про-
анализировали уровень лактата в среде культивиро-
вания клеток. При оценке концентрации лактата в
среде выявлено, что в астроцитах, культивирован-
ных в присутствии Aβ1–42 (100 нмоль), уровень лак-
тата в среде значимо выше, чем в астроцитах кон-
трольной группы (P = 0.0014) (рис. 5).

Определение уровня MCT1 в экспериментальных
группах in vivo показало статистически значимое
(Р = 0.0308) снижение уровня MCT1 в нейронах в
гиппокампе головного мозга у животных с интр-
агиппокампальным введением Аβ1–42 по сравнению
с ложно-оперированными животными (рис. 6а, 7).

Рис. 4. Уровни лактата в ткани головного мозга при
остром токсическом действии Aβ1–42 in vivo. Концен-
трация лактата в ткани гиппокампа (а) и в диализате го-
ловного мозга (б) животных с интрагиппокампальным
введением Aβ1–42 (C57BL/6 + Aβ1–42) и ложно-опери-
рованных животных (C57BL/6 + PBS). Данные показаны
в виде Me [Q1; Q3], где Ме – медиана, Q1 – нижний квар-
тиль, Q3 – верхний квартиль, P – уровень значимости.

P = 0.0449
2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
C57BL/6 C57BL/6

a

Л
ак

та
т,

 н
м

ол
ь/

м
кг

 б
ел

ка

+
Aβ1–42

+
PBS

P = 0.03582.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
C57BL/6 C57BL/6

б

+
Aβ1–42

+
PBS



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 1  2023

НАРУШЕНИЕ УРОВНЯ ТРАНСПОРТЕРОВ ЛАКТАТА В КЛЕТКАХ 71

Аналогичную ситуацию наблюдали и при исследо-
вании содержания MCT1 на астроцитах и эндоте-
лиоцитах в гиппокампе, а именно, выраженное сни-
жение (P = 0.0492 и Р = 0.0284 соответственно) у жи-
вотных экспериментальной группы по сравнению с
контролем (рис. 6б–в, 8, 9).

Кроме того, нами установлено, что при остром
токсическом действии Aβ1–42 значимо снижается и
уровень MCT2 как в нейронах (рис. 10, 11), так и в

астроцитах и эндотелиоцитах по сравнению с кон-
трольной группой (рис. 10, 12, 13). 

При анализе уровня МСТ1 в клетках нейроваску-
лярной единицы/ГЭБ как в физиологических усло-
виях, так и в присутствии Aβ1–42 статистически
значимых отличий выявлено не было (P > 0.05). Од-
нако наблюдали тенденцию к снижению количества
МСТ1-позитивных астроцитов и нейронов (рис. 14).

При культивировании клеток нейроваскулярной
единицы/ГЭБ в присутствии Aβ1–42 в течение 48 ч
произошло значимое снижение уровня МСТ2 в ней-
ронах (P ≤ 0.05; рис. 15в). Также была выявлена тен-
денция к снижению МСТ2-иммунопозитивных эн-
дотелиоцитов и астроцитов (рис. 15а, б).

ОБСУЖДЕНИЕ
Как установлено в одной из работ, высокий уровень

церебрального лактата во фронтальной коре мышей с
генетической моделью БА (линия APP/PS1), обуслов-
ленный нарушением обработки лактата, коррелировал
со снижением пространственной памяти (Harris, 2017).

Согласно результатам клинических исследова-
ний, у пациентов с БА увеличение уровня лактата в
переднем отделе поясной извилины находится в тес-
ной взаимосвязи со степенью выраженности когни-
тивных нарушений (Лобзин и др., 2013).

Интересно, что лечение L-лактатом после ише-
мического инсульта оказывало нейропротекторный
эффект и снижало неврологический дефицит у мы-
шей (Berthet et al., 2012). Примечательно, что этот
эффект лактат оказывает через активацию тран-
скрипции экспрессии нейротрофического фактора
мозга (BDNF), как было показано на астроцитах чело-
века, а также на клеточной линии SH-SY5Y (Coco et al.,

Рис. 5. Уровень лактата в среде культивирования астро-
цитов in vitro в физиологических условиях в отсутствие
(контроль, К) и в присутствии Aβ1–42 (100 нмоль). Дан-
ные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимо-
сти (U-критерий Манна–Уитни).
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Рис. 6. Уровень MCT1 в нейронах (а), астроцитах (б) и эндотелиоцитах (в) в гиппокампе головного мозга in vivo у животных с
интрагиппокампальным введением Aβ1–42 (C57BL/6 + Aβ1–42) и ложно-оперированных животных (C57BL/6 + PBS). Дан-
ные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости (U-критерий Манна–Уитни).
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Рис. 7. Уровень MCT1 в нейронах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. Маркер MCT1 – красный, NSE (нейрон-
специфическая энолаза) – зеленый, ядра окрашены DAPI (синий цвет). GCL – гранулярный слой, SGZ – субгранулярная
зона. Стрелками на совмещенных изображениях (Merge) показаны клетки, несущие целевую метку. Увел. об.: 10×.
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Рис. 8. MCT1 в астроцитах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. а – MCT1 (красный цвет), GFAP (глиальный фиб-
риллярный кислый белок; зеленый) и ядра, окрашенные DAPI (синий); стрелками на совмещенных изображениях (Merge)
показаны клетки, несущие целевую метку. Увел. об.: 10×. б – Саггитальный срез гиппокампа мыши с обозначением полей
зрения в зубчатой извилине (зеленый цвет – белок GFAP. Увел. об.: 1×.
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2013). При этом важно отметить, что BDNF является не
только необходимым фактором выживания нервных
клеток в ЦНС, но и играет существенную роль в реали-
зации долговременной памяти (Bekinschtein et al.,
2008).

Более того, экзогенный лактат, как было показа-
но, увеличивает экспрессию мРНК и белков – как
MCT1, так и цитохром-с-оксидазы в мышечных
клетках (Hashimoto et al., 2007). Таким образом, лак-

тат может вызывать ряд событий, ведущих к актива-
ции факторов транскрипции, участвующих в обес-
печении его транспорта и возможном процессинге
через митохондрии. Кроме того, в нескольких иссле-
дованиях сообщалось, что лактат увеличивает вазо-
дилатацию (Yamanishi et al., 2006; Gordon et al., 2016),
а непрерывное производство лактата в активирован-
ном головном мозге может служить сигнальным ме-
ханизмом для увеличения кровотока и доставки лак-
тата в мозг.

Рис. 9. MCT1 в эндотелиоцитах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. CD31 показан зеленым цветом, ядра – синим
(DAPI). GCL – гранулярный слой, SGZ – субгранулярная зона. Стрелками показаны клетки, несущие целевую метку. Увел.
об.: 10×.
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Рис. 10. Уровень MCT2 в гиппокампе головного мозга животных in vivo на нейронах (а), астроцитах (б) и эндотелиоцитах (в)
у животных с интрагиппокампальным введением Aβ1–42 (C57BL/6 + Ab1–42) и ложно-оперированных животных
(C57BL/6 + PBS). Доля положительных клеток представлена в процентах от общего числа клеток в поле зрения. Данные по-
казаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости (U-критерий Манна–Уитни).
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Установленное нами значительное увеличение
уровня лактата в диализате животных эксперимен-
тальной группы соответствует данным из литерату-
ры о высокой концентрации лактата в спинномозго-
вой жидкости пациентов с БА, что связывают с ток-
сическим действием тау-белка на митохондрии
(Liguori et al., 2015). Более того, обратная зависи-
мость между локальным низким метаболизмом глю-
козы в ткани головного мозга при БА и высоким

уровнем лактата в ликворе интерпретируется неко-
торыми авторами как признак нейродегенерации
при БА (Liguori et al., 2016).

Также показано, что Aβ1–42 увеличивает погло-
щение глюкозы и гликолиз, производство перекиси
водорода и высвобождение глутатиона в культиви-
руемых астроцитах. Aβ-индуцированные изменения
метаболизма глюкозы связаны с агрегацией, интер-
нализацией и клиренсом Aβ1–42 в астроцитах (Niel-

Рис. 11. Уровень MCT2 в нейронах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. Маркеры: MCT2 – красный, NSE (ней-
рон-специфическая энолаза) – зеленый, ядра – синий (DAPI). Стрелками на совмещенных изображениях (Merge) показаны
клетки, несущие целевую метку. Увел. об.: 10×.
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Рис. 12. MCT2 в астроцитах в гиппокампе головного мозга животных экспериментальных групп in vivo. Маркеры: MCT2 –
красный, GFAP (глиальный фибриллярный кислый белок – зеленый, ядра – синий (DAPI). Стрелками обозначены клетки,
несущие целевую метку. Увел. об.: 10×.
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sen et al., 2009; Mohamed, Posse de Chaves, 2011).
Следствием внутриклеточного накопления Aβ1–42
является изменение метаболизма астроцитарной
глюкозы, что приводит к снижению глутатиона и лак-
тата, а это, в свою очередь, способствует повышенной
уязвимости соседних нейронов (Allaman et al., 2010).

Необходимо отметить и тот установленный факт,
что транспортеры семейства MCT играют важную
роль в метаболических взаимодействиях между
клетками головного мозга (Pierre, Pellerin, 2005;
Cunnane et al., 2011). Так, установлено, что наруше-
ние уровня транспортеров MCT1 и MCT4 в астроци-
тах вызывает амнезию, которая, как и нарушение
долговременной потенциации, предотвращается
введением экзогенного лактата. Нарушение содер-
жания MCT2 в нейронах также приводит к амнезии,
однако введение лактата не оказывает значимого
влияние, что позволяет предположить, что транс-
порт лактата из атроцитов в нейроны необходим для
формирования долговременной памяти и синапти-
ческой пластичности (Suzuki et al., 2011). В другой
работе показано, что лактат, транспортируемый из
астроцитов в нейроны с помощью MCT1–МСТ4,
необходим для поддержания синаптической переда-
чи в возбуждающих синапсах даже при условии на-
личия достаточного запаса глюкозы и внутриклеточ-
ного АТФ (Nagase et al., 2014). Кроме того, MCT1
может стимулировать митохондриальный метабо-
лизм, тем самым облегчая использование лактата в
качестве метаболического субстрата для цикла три-
карбоновых кислот и окислительного фосфорили-
рования (Harris, Attwell, 2012; Hui et al., 2017). С дру-
гой стороны, дисфункция MCT1 может привести к
аберрантному переносу лактата, что, в свою очередь,

приведет к нарушению энергетического обмена и
когнитивному дефициту (Newman et al., 2011; Suzuki
et al., 2011; Boury-Jamot et al., 2016).

Так, в ходе одного из исследований у мышей (ли-
ния C57BL/6) в гиппокампе выявлены изменения
экспрессии генов, вызванные обучением, которые
участвуют в метаболическом взаимодействии астро-
цитов и нейронов, а именно: через 24 ч после трени-
ровки в тесте ингибирующего избегания наблюдали
повышенную экспрессию генов, кодирующих
транспортеры MCT1 и MCT4, альфа2-субъединицу
Na/K-ATФaзы и транспортер глюкозы GLUT1. При-
мечательно, что при оценке функциональной роли
одного из этих генов, участвующих в обучении (гена
MCT1), обнаружено нарушение долговременной па-
мяти у MCT1-нокаутных мышей (Tadi et al., 2015).

В другом исследовании продемонстрировано, что
подавление MCT1 и MCT4 в глиальных клетках и
MCT2 в нейронах гиппокампа крыс вызывает нару-
шение процесса обучения и дисфункцию памяти
(Pérez-Escuredo et al., 2016). Снижение содержания
лактата, сопровождающееся подавлением экспрес-
сии гена MCT в коре головного мозга и гиппокампе,
способствовало нарушению пространственного обу-
чения и памяти у крыс с моделью БА (Lu et al., 2015).
В целом, это убедительно доказывает значимое вли-
яние лактата и MCT на энергетический метаболизм,
формирование гиппокамп-зависимой памяти и ак-
тивность нейронов гиппокампа, что существенным
образом нарушается при развитии БА.

Таким образом, установленное нами снижение
уровня лактата в ткани головного мозга и увеличе-
ние уровня лактата в диализате при остром токсиче-

Рис. 13. MCT2 в эндотелиоцитах в гиппокампе головного мозга животных in vivo. Маркер MCT2 – красный, CD31 – зеленый,
ядра – синий (DAPI). GCL – гранулярный слой, SGZ – субгранулярная зона. Стрелки показывают клетки, несущие целевую
метку. Увел. об.: 10×.
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ском действии Aβ1–42 in vivo являются признаками
нарушения энергетического метаболизма вслед-
ствие токсического действия Aβ1–42 на нервные
клетки.

В дополнение к этому, нами выявлено, что клет-
ки астроглии под влиянием Aβ1-42 in vitro характе-
ризуются повышенной продукцией лактата, что, в
совокупности с представленными выше результата-
ми дает право предполагать, что они вносят важный
вклад в увеличение уровня лактата во внеклеточном
пространстве, сохраняя свою гликолитическую ак-
тивность.

Это сопряжено с зарегистрированным нами при
остром токсическом действии Aβ1–42 in vivo и in vitro
снижением уровня импорт-ориентированных изо-

форм MCT в нейронах, астроглии и церебральном
эндотелии. С учетом полученных нами ранее данных
о гипометаболизме глюкозы при развитии БА (Гори-
на и др., 2017), логично предположить, что такие из-
менения уровня MCT1 и MCT2 маркируют энерго-
дефицит в ткани головного мозга. Это соответствует
результатам, полученным у животных с генетиче-
ской моделью БА (линия APP/PS1), что приводит к
лактат-дефициту в нейронах, в норме зависящих от
транспорта лактата из гликолитически активных
астроцитов (Zhang et al., 2018). Более того, согласно
ранее полученным нами результатам (Горина и др.,
2017), при остром токсическом действии Aβ1–42 у
мышей выявлено нарушение ассоциативного обуче-
ния и эмоциональной памяти в тесте “Fear condi-

Рис. 14. Уровень МСТ1 в клетках нейроваскулярной единицы/ГЭБ при их культивировании в течение 24 и 48 ч в отсутствие
(контроль, К) и в присутствии Aβ1–42 (100 нМ). а – Эндотелиоциты, б – астроциты, в – нейроны (P > 0.05 – сравнение с
контрольной группой, U-критерий Манна–Уитни). Доли положительных клеток представлены в % от общего числа клеток
в поле зрения. Данные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости.
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tioning” (условного рефлекса страха), о чем указыва-
ло отсутствие формирования условного рефлекса на
протяжении всего периода тестирования в ответ на
неприятный стимул. Это позволяет сделать предпо-
ложение о том, что установленные патологические
изменения поведения сопряжены с нарушением
уровня транспортеров лактата в клетках головного
мозга в условиях острого токсического действия
Aβ1–42.

Таким образом, установлено, что в условиях
острого токсического действия Aβ1–42 у экспери-
ментальных животных наблюдается снижение уров-
ня лактата в ткани гиппокампа и повышение его

уровня в диализате in vivo, которое сопряжено с
аберрантной экспрессией транспортеров лактата
MCT1 и MCT2 в нейронах, астроглии и церебраль-
ном эндотелии. В свою очередь, это может препят-
ствовать транспорту лактата от глиальных клеток до
нейронов, вызывая выраженный дефицит лактата в
нейронах. В совокупности это указывает о нарушении
энергетического метаболизма вследствие Aβ-индуци-
рованного патологического изменения церебрального
метаболизма глюкозы. При этом зафиксированное на-
ми выраженное увеличение продукции лактата астро-
цитами in vitro может свидетельствовать о включе-
нии компенсаторного механизма, направленного на

Рис. 15. Уровень МСТ2 в клетках нейроваскулярной единицы/ГЭБ при культивировании in vitro в отсутствие (контроль, К)
и в присутствии Aβ1–42 (100 нМ). а – Эндотелиоциты, б – астроциты, в – нейроны (P > 0.05 – сравнение с контрольной груп-
пой, U-критерий Манна–Уитни). Доля положительных клеток представлена в процентах от общего числа клеток в поле зре-
ния. Данные показаны в виде Me [Q1; Q3], P – уровень значимости.
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поддержание межклеточного метаболического сопря-
жения в поврежденных регионах головного мозга.
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Decreased energy metabolism in the brain correlates with cognitive impairment in Alzheimer’s disease. Accumulat-
ing experimental data indicate that lactate transporters and monocarboxylate transporters (MCTs) are directly in-
volved in cerebral energy metabolism. However, to date, changes in lactate levels and MCT content in Alzheimer’s
disease remain unclear. The aim of the study was to study the content of lactate and of its transporters – MCT1 and
MCT2 in cells of neuronal, astroglial and endothelial nature under acute toxic effects of beta-amyloid (Aβ1–42) in
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vitro and in vivo. Under conditions of acute toxic action of Aβ1–42 in vivo, a significant (P ≤ 0.05) decrease in the
level of lactate in the hippocampal tissue and an increase (P ≤ 0.05) in the dialysate were found. At the same time, a
low (P ≤ 0.05) levels of MCT1 and MCT2 was set. In vitro, significantly high (P ≤ 0.05) production of lactate by as-
trocytes was revealed, coupled with low (P ≤ 0.05) level of MCT2 on neurons. Thus, it was found that Aβ1–42 causes
a decrease in the level of lactate in the hippocampal tissue and an increase in its level in dialysate in vivo, which cor-
relates with the impaired level of MCT1 and MCT2. This indicates a violation of energy metabolism due to the acute
toxic effect of Aβ1–42. At the same time, the revealed increase in the production of lactate by astrocytes in vitro may
indicate the inclusion of a compensatory mechanism aimed at maintaining the astrocyte-neuronal interaction.

Keywords: Alzheimer’s disease, lactate, MCT, energy metabolism
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Врожденные миопатии представляют собой неоднородную группу заболеваний скелетной мышечной тка-
ни человека, характеризуемых мышечной гипотонией и слабостью. Клиническая картина миопатии зна-
чительно отличается у разных пациентов, что крайне затрудняет диагностику варианта миопатии и разра-
ботку подходов к лечению. Существует несколько применяемых в клинике или проходящих клинические
исследования фармакологических агентов для лечения кардиомиопатий, механизм действия которых
можно использовать для лечения и врожденных миопатий. Одним из таких агентов является 2,3-бутанди-
он-моноксим (BDM) – неконкурентный ингибитор АТФазной активности миозина, использующийся
для подавления острых повреждений миокарда. Молекулярные механизмы ингибирования миозина в
присутствии BDM в скелетных мышцах не исследованы, поэтому цель настоящей работы заключалась в
изучении влияния этого агента на взаимодействие миозина с актином при моделировании нескольких стадий
АТФазного цикла в скелетном мышечном волокне, чтобы оценить перспективы применения BDM для лече-
ния врожденных миопатий. Мы обнаружили, что BDM в отсутствие регуляторных белков тропомиозина и тро-
понина усиливает жесткость связывания миозина с актином при моделировании слабых форм связывания
этих мышечных белков, что может замедлить переход актомиозина из состояния A ∙ M ∙ АДФ ∙ Фн в со-
стояние A ∙ M ∙ АДФ и является одной из причин снижения АТФазной активности миозина. При модели-
ровании последовательных стадий АТФазного цикла с использованием АДФ, AMPPNP, ATPγS и АТФ
происходит постепенный перевод головок миозина в состояние слабого взаимодействия с актином. В
присутствии тропомиозина и тропонина в мышечном волокне BDM не влияет на образование слабой
формы связывания актомиозина, однако увеличивает число головок миозина, существенных для генера-
ции усилия. BDM может быть использован для увеличения эффективности конформационных перестро-
ек миозина в присутствии тропомиозина с мутацией R90P, связанной с врожденной миопатией, посколь-
ку этот реагент увеличивает число головок миозина в мышечном волокне, способных к эффективным
конформационным перестройкам в АТФазном цикле и частично ингибирует патологические эффекты
мутации.

Ключевые слова: актин-миозиновое взаимодействие, регуляция мышечного сокращения, мышечное во-
локно, поляризованная флуоресценция, 2,3-бутандион-моноксим (ингибитор АТФазной активности
миозина), врожденные миопатии
DOI: 10.31857/S0041377123010029, EDN: GORVHZ

Известно, что в основе сокращения скелетных
мышц лежит взаимодействие актина и миозина, со-
провождаемое гидролизом АТФ в активном центре
миозина. Регуляцию мышечного сокращения осу-
ществляет тропонин-тропомиозиновый комплекс,

связанный с актином и придающий тонким нитям
Са2+-зависимость для оперативного переключения
между разными функциональными состояниями, в
которых тонкие нити могут активировать или бло-
кировать цикл миозиновых поперечных мостиков,
лежащий в основе развития силы. Механизмы регу-
ляции сокращения мышц могут быть нарушены
вследствие мутаций в генах белков саркомера, что
приводит к развитию мышечной дисфункции. По-
видимому, вначале происходят незначительные (ка-
залось бы) отклонения сократительной функции от
нормы, такие как смещение равновесия между от-
крытым и блокирующим функциональными состоя-
ниями тонких нитей в сторону активации или инги-

Принятые сокращения: Ф-актин – фибриллярный актин;
Фн – неорганический фосфат; AMPPNP – аденилил-имидо-
дифосфат; ATPγS – аденозин-5'-[γ-тио]-трифосфорная кислота;
BDM – 2,3-бутандион-моноксим; 1,5-IAEDANS – N-йодоаце-
тил-N'-(5-сульфо-1-нафтил)-этилендиамин; N – количество не-
ориентированных флуорофоров 1,5-IAEDANS; S1 – субфраг-
мент-1 миозина; ФE – угол ориентации диполей излучения
флуорофоров 1,5-IAEDANS относительно оси мышечного во-
локна.

УДК 577.353.2
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бирования актин-миозинового взаимодействия. В
ответ на образование открытого функционального
состояния тонких нитей увеличивается количество
миозиновых мостиков, сильно связанных с актином
и существенных для генерации силы, и дополни-
тельное количество мономеров актина переходит во
включенное состояние (при котором актин спосо-
бен активировать гидролиз АТФ в активном центре
миозина). И наоборот, если регуляторный комплекс
вследствие мутации в одном из мышечных белков
находится преимущественно в блокирующем состо-
янии, то количество миозиновых мостиков в силь-
ной форме связывания значительно снижается и
часть мономеров актина переходит в выключенное
состояние (при котором актин не способен активи-
ровать гидролиз АТФ в миозине). Такие отклонения
в функционировании белкового комплекса внутри
саркомера способны усиливаться и накапливаться,
запуская компенсаторные процессы, и вызывать
мышечную слабость или контрактуры, появление
агрегатов белков в виде разнообразных внутрикле-
точных включений (немалиновых телец, кэп-струк-
тур, ядер и стержней различной природы и локали-
зации) и, как результат, приводить к ограничению
двигательной функции, астении и (или) быстрой
утомляемости мышц.

Обнаружено большое количество генетических
причин возникновения заболеваний скелетных
мышц человека, характеризующихся мышечной
слабостью и гипотонией. Прямая корреляция между
конкретной генетической причиной и фенотипом
заболевания отсутствует, определение патологиче-
ского варианта крайне затруднено, а терапевтиче-
ские подходы до сих пор не разработаны. В этой на-
учной проблеме важно выделить то, что пациент по-
сле выявления мышечной слабости и постановки
диагноза врожденной миопатии не получает свое-
временного и соответствующего лечения, из-за чего
со временем может потребоваться регулярный мо-
ниторинг дыхательной недостаточности и назначе-
ние неинвазивной и инвазивной вентиляции легких,
а также терапия, направленная на предупреждение
сердечной недостаточности. Таким образом, имеет
место острая необходимость разработки принципов
этиотропного лечения врожденных миопатий.

Существует несколько применяемых в клинике и
проходящих клинические испытания лекарствен-
ных препаратов для лечения кардиомиопатий, меха-
низм действия которых можно использовать для
формирования основных принципов лечения и за-
болеваний скелетных мышц. Это такие химические
соединения, которые способны модулировать функ-
цию тропонина и миозина. Однако исследования,
посвященные изучению молекулярных механизмов
действия потенциальных лекарственных препаратов
при заболеваниях скелетных мышц практически от-
сутствуют.

Одним из фармакологических агентов, перспек-
тивных для лечения миопатий является 2,3-бутанди-
он-моноксим (BDM) – неконкурентный ингибитор
химической и двигательной активности миозина II
(McKillop et al., 1994). Было продемонстрировано,
что при выполнении сердечно-легочной реанима-
ции у свиней, у которых моделировали остановку
сердца, BDM обращал ишемию сердечной мышцы
(Lee et al., 2015). BDM оказывает защитное действие
на структуру кардиомиоцитов (Wheeler, Chien, 2012).
Предполагается, что BDM стабилизирует конвер-
терный домен сердечного миозина в промежуточ-
ном конформационном состоянии, характерном для
слабого связывания с актином и ингибирует ско-
рость высвобождения фосфата из активного центра.
Несмотря на имеющиеся в литературе исследова-
ния, до сих пор неизвестны молекулярные механиз-
мы действия BDM в скелетном мышечном волокне.

Цель настоящей работы заключалась в исследо-
вании ответа миозиновых головок на присутствие в
скелетном мышечном волокне BDM. Работа была
выполнена на одиночных мышечных волокнах, вна-
чале лишенных миозина и регуляторных белков (так
называемых “теневых” волокнах), а затем рекон-
струированных с помощью необходимых белков.
Информацию о влиянии BDM на взаимодействие
миозина и актина получали путем анализа поляри-
зованной флуоресценции зондов 1,5-IAEDANS,
связанных с субфрагментом-1 миозина (S1), кото-
рый был инкорпорирован в мышечное волокно. Из-
мерения поляризованной флуоресценции осуществ-
ляли при моделировании нескольких стадий АТФаз-
ного цикла в отсутствие или в присутствии АДФ,
AMPPNP, ATPγS, АТФ и 20 мМ BDM. Регуляторную
систему в теневом волокне восстанавливали с помо-
щью скелетно-мышечного тропонина и рекомби-
нантного тропомиозина дикого типа или тропомио-
зина с аминокислотной заменой R90P (Arg90Pro),
обнаруженной при врожденной миопатии человека
(Lawlor et al., 2010). Функциональные состояния
тонких нитей моделировали при низкой и высокой
концентрациях ионов кальция.

Результаты проведенного нами исследования по-
казали перспективность использования BDM для
коррекции нарушений в работе миозинового попе-
речного мостика в скелетных мышцах.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА
Получение моделей мышечных волокон и мышеч-

ных белков. Работа выполнена на одиночных мы-
шечных волокнах кролика с реконструированной
сократительной системой. Такие волокна являются
перспективной и адекватной моделью для исследо-
вания молекулярных механизмов мышечного сокра-
щения (Borovikov et al., 2009). Источником мышеч-
ных волокон служила большая поясничная мышца
кролика, из которой выделяли небольшие пучки
длиной 4–5 см. Волокна помещали на лигатурах в
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глицеринизирующий раствор, в котором они храни-
лись при –20°С в течение 3–36 мес. Затем отделяли
одиночные мышечные волокна и экстрагировали из
них мышечные белки до получения теневых воло-
кон, состоящих на 80–90% из чистого фибрилляр-
ного актина (UniProt P68135), который на 100% иден-
тичен актину скелетных мышц человека (UniProt
P68133). Экстрагирующий раствор содержал 800 мМ
KCl, 1 мМ MgCl2, 67 мМ Na,K-фосфатный буфер
рН 7.0 и 10 мМ АТФ. Далее теневые мышечные во-
локна закрепляли на предметных стеклах и помеща-
ли в отмывающий раствор, содержащий 10 мМ KCl,
3 мМ МgCl2, 6.7 мМ K,Na-фосфатный буфер рН 7.0.

Сократительный аппарат мышечных волокон
восстанавливали с помощью фрагмента миозина
(S1) из скелетных мышц кролика, легко проникаю-
щего через мембрану теневого волокна и способного
активировать и деактивировать регулируемые тон-
кие нити и изменять свою конформацию при связыва-
нии нуклеотидов и аналогов АТФ. Раствор для инкуба-
ции включал в себя 50 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 1 мМ
DTT, 6.7 мМ Na,K-фосфатный буфера рН 7.0 и S1 в
концентрации 2–3 мг/мл.

Рекомбинантные препараты тропомиозина дико-
го типа изоформы Tpm2.2, кодируемой геном TPM2,
а также тропомиозина с аминокислотной заменой
R90P были любезно предоставлены для исследова-
ний д-ром C. Redwood (Оксфордский университет,
Великобритания). Миозин и тропонин выделяли из
быстрых скелетных мышц кролика согласно мето-
дам, разработанным ранее (Margossian, Lowey, 1982;
Potter, 1982). S1, не имеющий регуляторных легких
цепей, получали расщеплением скелетно-мышечно-
го миозина α-химотрипсином в течение 20 мин при
25°С при весовом соотношении 300 : 1, осаждали с
помощью насыщенного раствора сульфата аммония
и очищали путем диализа (Okamoto, Sekine, 1985). Диа-
лизный раствор включал 10 мМ KCl, 1 мМ MgCl2,
0.1 мМ NaN3, 0.1 мМ DTT, 20 мM Tris-HCl (рН 7.5).
Затем S1 модифицировали флуоресцентным зондом
1,5-IAEDANS по описанной методике (Borejdo et al.,
1982), согласно которой специфически модифици-
руется наиболее реактивный остаток цистеина в го-
ловке миозина Cys707. Чистоту препарата S1 и со-
став мышечных волокон определяли с помощью
электрофореза в полиакриламидном геле в присут-
ствии додецилсульфата натрия. Согласно анализу
электрофоретического разделения белков, моляр-
ное отношение S1 к актину составляло 1 : 4 (±2).

Измерение поляризованной флуоресценции S1,
связанного с актином в мышечном волокне. С помо-
щью метода поляризационной микрофлуориметрии
исследовали конформационные перестройки S1,
происходящие при моделировании разных струк-
турно-функциональных состояний тонких нитей и
стадий АТФазного цикла в одиночном мышечном
волокне. Флуоресценцию зондов 1,5-IAEDANS,
связанных с Cys707 S1, возбуждали при длине волны

407 ± 5 нм; интенсивность флуоресценции реги-
стрировали в диапазоне длин волн 500–600 нм. Из-
мерения проводили в проточной камере в отсутствие
или в присутствии нуклеотидов (3 мМ АДФ, 15 мМ
ATPγS, 15 мМ AMPPNP или 3 мМ АТФ, содержащих
Mg), имитирующих различные стадии цикла гидро-
лиза АТФ (Borovikov et al., 2009, 2017). Низкую и вы-
сокую концентрацию ионов кальция в мышечном
волокне моделировали в присутствии 4 мМ ЭГТА и
0.1 мМ CaCl2 соответственно.

Интенсивности компонентов поляризованной
флуоресценции ||I⊥, ⊥I⊥, ⊥I||, ||I|| регистрировали с по-
мощью поляризационного флуориметра в проточ-
ной камере (Borovikov et al., 2004). Полученные дан-
ные обрабатывали с помощью модель-зависимого
метода (Tregear, Mendelson, 1975; Borovikov et al.,
2009). Предполагали, что в мышечном волокне име-
ется две популяции флуорофоров: популяция упоря-
доченных флуорофоров (1 – N), осцилляторы по-
глощения и излучения которых расположены под
углами ФА и ФЕ относительно оси мышечного во-
локна, и популяция хаотически расположенных
флуорофоров N. Поскольку характер изменений ФА
и ФE совпадал, то в работе рассматривается только
один из этих параметров (ФE). Параметры поляризо-
ванной флуоресценции (ФЕ, N) вычисляли с помо-
щью математической обработки измеренных интен-
сивностей флуоресценции. Результаты были получены
на 5–6 волокнах (25–30 измерений). Статистическую
значимость изменений параметров оценивали с ис-
пользованием t-теста Стьюдента при P < 0.05.

Определение актин-активированной АТФазы S1.
Актин-содержащий ацетоновый порошок получали
из скелетных мышц кролика по методике, описан-
ной ранее (Spudich, Watt, 1971), и хранили при –45°С
в течение 1–3 лет. Перед экспериментом актин вы-
деляли из ацетонового порошка и очищали с помо-
щью как минимум 3 циклов полимеризации−деполи-
меризации. Фибриллярный актин (Ф-актин) хранили
в растворе, содержащем 60 мМ KCl, 0.2 мМ ATP,
0.2 мМ CaCl2, 1 мМ MgCl2, 0.2 мМ NaN3 и 20 мМ
Tris-HCl (pH 8.0).

Скорость АТФазной реакции определяли в рас-
творе, содержащем 1 мкМ S1, 7 мкМ Ф-актина в бу-
фере следующего состава: 12 мМ трис-HCl (pH 7.9),
2.5 мМ MgCl2, 15 мМ КСl, 20 мМ NaCl, 0.2 мМ DTT
и 2 мМ АТФ при 25°C. Концентрацию белков оце-
нивали с помощью метода Брэдфорда (Bradford,
1976). Реакцию проводили в диапазоне концентра-
ций Са2+ от 10–10 до 10–4 М в отсутствие или в присут-
ствии 20 мМ BDM. Реакцию останавливали через
10 мин, добавляя трихлоруксусную кислоту до ко-
нечной концентрации 5%. Количество образовавше-
гося неорганического фосфата определяли методом
Фиске и Субарроу (Fiske, Subbarow, 1925) на основании
3 экспериментов. Статистическую обработку данных и
построение графиков осуществляли с помощью про-
граммы GraphPadPrism.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние BDM на АТФазную активность S1 миози-
на. В присутствии BDM наблюдали снижение коли-
чества неорганического фосфата и уменьшение мак-
симальной АТФазной активности головок миозина
(рис. 1). Полученные результаты согласуются с опуб-
ликованными ранее данными (Higuchi, Takemori,
1992).

Влияние нуклеотидов на параметры поляризован-
ной флуоресценции зондов 1,5-IAEDANS, связанных с
S1 в скелетном мышечном волокне. Связывание S1,
модифицированного флуоресцентными зондами
1,5-IAEDANS по Cys707 (S1-AEDANS), с Ф-акти-
ном теневых мышечных волокон инициировало по-
явление поляризованной флуоресценции, которая
регистрировалась нами с помощью поляризацион-
ного микрофлуориметра. Величина степени поляри-
зации флуоресценции при ориентации волокна па-
раллельно (P∥) и перпендикулярно (P⊥) плоскости
поляризации света возбуждения была соответствен-

но высокой (P∥ = 0.432 ± 0.003) и низкой (P⊥ =
= ‒0.004 ± 0.004) (табл. 1). Подобные величины сте-
пени поляризации для S1-AEDANS неоднократно
наблюдались нами ранее (Borovikov et al., 2009; Kar-
picheva et al., 2017).

Математический анализ измеренных параметров
флуоресценции показал, что величина ФE – угла ори-
ентации диполей излучения 1,5-IAEDANS относи-
тельно оси волокна для головок миозина, связанных с
актиновыми нитями, составляла 42.9 ± 0.1 град.
(рис. 2а). Известно, что в отсутствие нуклеотидов го-
ловки миозина ориентированы вдоль актиновой нити
по спирали и образуют с тонкой нитью угол, близкий к
45 град. (Reedy et al., 1965). Следовательно, осциллято-
ры излучения зондов 1,5-IAEDANS располагались
практически параллельно моторному домену миози-
на. Помимо упорядоченных флуорофоров в волокне
имеется фракция неориентированных осциллято-
ров, которая отражает, главным образом, колеба-
тельные и вращательные движения головки миози-
новой молекулы в мышечном волокне (Andreev et al.,
1995). Количество неупорядоченных флуорофоров
характеризуется параметром N, который можно ис-
пользовать для характеристики сродства или жест-
кости связывания миозина к актину, изменяющего-
ся при образовании слабой или сильной форм свя-
зывания этих двух белков. Согласно полученным
данным (рис. 2б), в отсутствие нуклеотида величина
N составляла 0.223 ± 0.004 отн. ед. (т.е. менее 25%,
P < 0.05), что свидетельствует о низкой подвижности
головок миозина, а следовательно, о большой обла-
сти взаимодействия миозина с актином и жестком
связывании этих белков (Borovikov et al., 2009, 2017;
Karpicheva et al., 2017).

Рассмотрим изменения параметров ФE и N при
моделировании основных стадий цикла гидролиза
АТФ (рис. 2). В отсутствие нуклеотидов имитирова-
лось состояние актомиозина А ∙ М, где символы А
(актин) и М (миозин) обозначают конформацион-
ные состояния актина и головки миозина соответ-
ственно. АДФ и АТФ в комплексе с Mg2+ использо-
вали для имитации промежуточных структурных со-
стояний актомиозина A ∙ M^ ∙ АДФ и A ∙ M** ∙ АДФ ∙
Фн соответственно (Roopnarine, Thomas, 1996;
Goody, Hofmann, 1980), где M^ и M** – отличные от

Рис. 1. Актин-активируемая Mg2+-АТФазная активность
головок миозина (S1 миозина) в отсутствие (круглые
символы) и в присутствии (квадратные символы) 20 мМ
BDM. Снижение величин Vmax (максимальной скорости
АТФазной реакции) и KATPase (концентрации актина,
при которой АТФазная активность равна половине мак-
симума) в присутствии BDM указывает на то, что ско-
рость освобождения неорганического фосфата из актив-
ного центра миозина ингибируется.
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Таблица 1. Степени поляризации флуоресценции молекул 1,5-IAEDANS, связанных с Cys707 субфрагмента-1 миози-
на, при моделировании промежуточных стадий АТФазного цикла в отсутствие и в присутствии 20 мМ BDM

Нуклеотид

Степень поляризации

в отсутствие BDM в присутствии BDM

P∥ P⊥ P∥ P⊥
‒ 0.432 ± 0.003 ‒0.004 ± 0.006 0.450 ± 0.002 ‒0.011 ± 0.006

АДФ 0.437 ± 0.004 0.201 ± 0.010 0.468 ± 0.004 0.014 ± 0.011
АТФ 0.346 ± 0.003 0.307 ± 0.019 0.452 ± 0.002 0.005 ± 0.008
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первоначального конформационные состояния го-
ловки миозина, Фн – неорганический фосфат.

АДФ и АТФ значительно изменяли параметры
поляризованной флуоресценции. Добавление АДФ
к мышечному волокну вызывало небольшое сниже-
ние величины ФE, что можно объяснить поворотом
SH1-спирали миозина по направлению к оси мы-
шечного волокна и “обратным движением” попе-
речного мостика к оси мышечного волокна (Takeza-
wa et al., 1999).

При моделировании перехода актомиозина от
сильного к слабому связыванию (от состояния в от-
сутствие нуклеотида и в присутствии АДФ к состоя-
нию в присутствии АТФ), величины ФE и N увели-
чивались соответственно до 51.3 град. (рис. 2а) и
0.486 отн. ед. (рис. 2б), что говорит о повороте дипо-
лей излучения красителя вместе с областью их свя-
зывания (SH1-спиралью) от оси мышечного волок-
на и об увеличении подвижности флуорофоров. До-
стоверно известно, что головка миозина в АТФазном
цикле значительно изменяет свою ориентацию отно-
сительно оси волокна (Burghardt et al., 1997), и измене-
ния величин ФE и N, по-видимому, некоторым обра-
зом отражают изменение азимутальной ориентации
всего моторного домена миозина и силы его взаимо-
действия с актином, а не только движение SH1-спира-
ли, с которой связаны флуорофоры.

Стоит отметить, что в присутствии каждого из
нуклеотидов или аналогов АТФ в мышечном волок-
не присутствует некоторая разнородность в конфор-
мациях головок миозина, то есть одномоментно на-
блюдается смесь миозиновых головок в сильной и
слабой формах взаимодействия с актином, одна из

которых является преобладающей (Nesmelov et al.,
2008). Мы предполагаем, что изменения параметров
флуоресценции S1-AEDANS свидетельствуют о сме-
щении равновесия в сторону одного из преобладаю-
щих состояний – сильно- или слабосвязанного кон-
формационного состояния головок миозина. Ре-
зультаты исследований трехмерной структуры S1
обнаружили, что максимальные изменения в кон-
формации головок миозина происходят в регулятор-
ном домене, так называемом “рычаге”, при переходе
миозина из структурного состояния M** · АДФ · Фн
в состояние M^ · АДФ (Volkmann, Hanein, 2000).

Согласно данным, полученным в настоящей ра-
боте, область моторного домена миозина, содержа-
щая краситель, то есть SH1-спираль, поворачивает-
ся при переходе от сильной к слабой форме связыва-
ния на 8.4 град. (рис. 2а). Амплитуда этого
изменения может колебаться в зависимости от каче-
ства препаратов мышечных белков, мышечных во-
локон и белкового состава в пределах 4–11 град.
(Borovikov et al., 2009). Выявленные тенденции будут
использованы нами далее для характеристики влия-
ния ингибитора миозина BDM на конформацион-
ные перестройки S1.

Влияние ингибитора миозина BDM на параметры
поляризованной флуоресценции зондов 1,5-IAEDANS,
связанных с S1 миозина в скелетном мышечном волок-
не. При добавлении 20 мМ BDM к мышечному во-
локну параметры поляризованной флуоресценции
1,5-IAEDANS существенно изменялись (табл. 1,
рис. 2). Величины степени поляризации флуорес-
ценции при ориентации волокна параллельно (P∥) и
перпендикулярно (P⊥) плоскости поляризации света
возбуждения были существенно выше и ниже соот-

Рис. 2. Влияние 20 мМ BDM на величину угла ориентации диполей излучения флуорофоров относительно оси мышечного
волокна ΦE, (а) и количество неориентированных флуорофоров N (б) для зонда 1,5-IAEDANS, связанного с S1 в Cys707 в те-
невом волокне при моделировании основных состояний АТФазного цикла в отсутствие нуклеотида и в присутствии АДФ или
АТФ. Данные получены в отсутствие регуляторных белков тропомиозина и тропонина. (*): здесь и далее изменения парамет-
ров по сравнению с состоянием в отсутствие BDM достоверны при P < 0.05. Поскольку флуоресцентный краситель жестко
связан с SH1-спиралью миозина, то изменения параметра ΦE отражают наклон SH1-спирали миозина относительно оси мы-
шечного волокна и изменение ориентации или конформации всей головки миозиновой молекулы, а изменения параметра
N – характер связывания головки миозина с актином (чем больше количество неориентированных флуорофоров, тем слабее
связывание миозина с актином).
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ветственно тех значений, которые наблюдались на-
ми в отсутствие BDM. Изменения флуоресценции
при добавлении BDM сопровождались наклоном
диполей излучения зондов 1,5-IAEDANS, связанных
с S1, к оси мышечного волокна: величина ФE снижа-
лась с 42.9 до 42.3 град. (рис. 2а), тогда как величина
N, свидетельствующая о подвижности головoк мио-
зина, не изменялась (рис. 2б). При добавлении АДФ
к мышечному волокну также происходило снижение
величины ФE в присутствии BDM с 42.3 до 41.8 град,
величина N снижалась с 0.337 до 0.244 отн. ед.
(рис. 2а, 2б). Таким образом, в отсутствие и в при-
сутствии АДФ при добавлении 20 мМ BDM наблю-
далиcь изменения, характерные для увеличения
фракции головок миозина, образующих с актином
сильную форму связывания, с большой областью ак-
тин-миозинового взаимодействия и с наклоном го-
ловок миозина по направлению к оси мышечного
волокна. При моделировании перехода в слабую
форму связывания миозина с актином (в присут-
ствии АТФ) BDM приводил к существенному сни-
жению величин ФE c 51.3 до 42.8 град и N с 0.486 до
0.213 отн. ед. (рис. 2). Если в отсутствие BDM при пе-
реходе головки миозина в конформационное состо-
яние слабого связывания с актином SH1-спираль S1
поворачивалась от оси мышечного волокна на
8.4 град., то в присутствии BDM это изменение со-
ставляло всего лишь 1.0 град. Подвижность головки
миозина, оцениваемая по величине N, не изменя-
лась. Следовательно, данные измерения поляризо-
ванной флуоресценции от зондов 1,5-IAEDANS,
связанных с SH1-спиралью миозина, свидетельству-
ют о значительном влиянии BDM на взаимодей-
ствие между миозином и актином, которое выража-
ется в увеличении фракции сильносвязанных с ак-
тином миозиновых головок при моделировании как
сильного, так и слабого связывания этого белкового
комплекса и значительном подавлении конформа-
ционных перестроек миозиновых головок в АТФаз-
ном цикле.

BDM, как известно, снижает АТФазную актив-
ность миозина. Снижение АТФазной активности в
присутствии BDM может быть напрямую связано с
“замораживанием” конформации головок миозина,
наблюдаемых нами при моделировании перехода
между сильной и слабой формами связывания акто-
миозина. То есть ингибиторное действие BDM обу-
словлено не тем, что этот реагент ингибирует связы-
вание миозина с актином, а тем, что он, наоборот,
потенциирует расщепление фосфата в активном
центре миозина и переводит часть головок миозина
из слабой формы связывания в промежуточную или
сильную форму, однако при этом выделение неорга-
нического фосфата снижается.

В дополнительно проведенном эксперименте
(рис. 3) было исследовано влияние BDM на конфор-
мационные перестройки миозина при моделирова-
нии дополнительных промежуточных стадий

АТФазного цикла A ∙ M’ ∙ АДФ и A ∙ M** ∙ АДФ ∙ Фн
(в присутствии AMPPNP и AТPγS). При сравнении с
данными, полученными в отсутствие BDM, можно
выявить существенное увеличение величин ФE и N в
присутствии AMPPNP и AТPγS (рис. 3а, б), что ука-
зывает на поворот SH1-спирали от оси мышечного
волокна и образование конформации миозина, ха-
рактерной для слабой формы связывания с актином.
Следовательно, последовательная инкубация мы-
шечного волокна в растворах AMPPNP, ATPγS и
АТФ приводит к постепенному переходу головок
миозина в слабую форму связывания и не вызывает
задерживания миозина в сильной форме связыва-
ния, как это наблюдалось при переходе из состояния
с АДФ сразу в состояние с АТФ.

Влияние BDM на конформационное состояние S1
миозина в скелетном мышечном волокне, содержащем
тропонин и тропомиозин дикого типа или тропомиозин
с аминокислотной заменой R90P. В настоящей работе
тонкие нити теневых волокон были реконструированы
с помощью рекомбинантного тропомиозина дикого
типа Tpm2.2 или мутантного тропомиозина, имеюще-
го аминокислотную замену R90P, обнаруженную при
врожденной диспропорции мышечных волокон чело-
века (CFTD) (Lawlor et al., 2010).

BDM был добавлен к теневым волокнам, содер-
жащим тропомиозин, тропонин и S1-AEDANS в от-
сутствие и в присутствии АТФ с последовательным
переводом комплекса актин-миозин от сильной к
слабой форме связывания, как это было описано вы-
ше. Измеряли поляризованную флуоресценция зон-
дов 1,5-IAEDANS, связанных с S1, и оценивали влия-
ние BDM в норме и при моделировании в мышечном
волокне патологического состояния регуляторного
комплекса тропомиозин-тропонин, который может
формироваться в мышцах у человека, несущего му-
тацию R90P в гене TPM2. Согласно полученным
данным (рис. 4а), BDM снижал величину ФE c 44.9
до 43.8 град. в присутствии тропомиозина дикого ти-
па и не изменял этот параметр при других моделиру-
емых состояниях. Такое снижение угла описывалось
нами ранее (см. выше) при добавлении BDM к тене-
вым волокнам, содержащим только S1, и указывает
на увеличение фракции головок миозина в сильной
форме связывания с актином.

Это предположение подтверждается снижением
параметра N, которое свидетельствует о снижении
подвижности SH1-спирали миозина и об увеличе-
нии жесткости связывания миозина с актином. Тем
не менее, в мышечном волокне с реконструирован-
ной регуляторной системой, BDM не оказывал вли-
яния на конформационное состояние миозина при
моделировании слабой формы связывания в присут-
ствии АТФ, а только снижал параметр N. Таким об-
разом, эффект BDM практически нивелируется в
присутствии тропомиозина и тропонина. Когда в
тонкую нить встраивался тропомиозин с заменой
R90P, то при низкой концентрации ионов кальция
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головки миозина образовывали с актином все боль-
ше сильных форм связывания, что подробно было
описано в предыдущей работе (Borovikov et al., 2021).
Такое патологическое увеличение головок миозина
в сильной форме связывания с актином при деакти-
вирующих условиях может являться одной из при-
чин снижения эффективной работы миозиновых
поперечных мостиков и приводить к мышечной сла-
бости, наблюдаемой при CFTD. BDM в присутствии
мутантного тропомиозина, тропонина и АТФ увели-
чивал величины ФE c 48.5 до 50.3 град и N – c 0.100 до
0.428 отн. ед. при низких концентрациях ионов
кальция (рис. 4а), т.е. смягчал последствия мутации,

позволяя головкам миозина образовывать с актином
больше слабых форм и увеличивая конформацион-
ные изменения головок при переходе между силь-
ной и слабой формами взаимодействия. Так, если
ФE увеличивался на 4.3 град в отсутствие BDM, то в его
присутствии эта величина составляла уже 5.6 град. В
присутствии тропомиозина дикого типа величина
ФE увеличивалась на 6.5 град в отсутствие BDM и на
7.5 град. в присутствии BDM.

Таким образом, BDM приводил к частичному
восстановлению конформационных перестроек S1,
нарушенных вследствие замены R90P в тропомио-
зине: величина ФE в присутствии BDM приближает-

Рис. 3. Влияние 20 мМ BDM на величины ΦE и N для S1, связанного с 1,5-AEDANS в теневом волокне при последовательном
моделировании ряда состояний АТФазного цикла в отсутствие нуклеотида и в присутствии АДФ, AMPPNP, ATPγS или АТФ.
Данные получены в отсутствие регуляторных белков тропомиозина и тропонина.
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Рис. 4. Влияние 20 мМ BDM на величины угла ΦE (а) и параметра N (б) для S1, связанного с 1,5-IAEDANS, в теневом волокне,
содержащем тропонин, а также тропомиозин дикого типа (WT) или тропомиозин с заменой R90P при моделировании силь-
ного (в отсутствие нуклеотида) и слабого (в присутствии АТФ) связывания актомиозина. Данные получены при высокой
(+Са2+) и низкой (–Са2+) концентрациях ионов кальция.
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ся к тем величинам, которые мы наблюдали в при-
сутствии тропомиозина дикого типа, а увеличение
величины N свидетельствует о возможности образо-
вания слабых форм связывания в присутствии АТФ.

ОБСУЖДЕНИЕ
BDM относится к классу оксимов, которые явля-

ются перспективными фармакологическими агента-
ми для регуляции многочисленных клеточных про-
цессов. Связываясь с миозином непосредственно
рядом с его активным центром, BDM способен из-
менять степень фосфорилирования этого мышечно-
го белка и модулировать его АТФазную активность.
Изучение кинетики связывания (Herrmann et al.,
1992) показало, что взаимодействие между BDM и γ-
фосфатной группой АТФ в АТФ-связывающем сай-
те миозина потенцирует стадию расщепления, сдви-
гая равновесие от состояния М^ ∙ АТФ к состоянию
М** ∙ АДФ ∙ Фн, а далее стерическим образом замед-
ляет стадию высвобождения Фн и образование ком-
плекса М** ∙ АДФ (McKillop, 1994; Herrmann et al.,
1992). Из этого следует, что актомиозин задержива-
ется в состоянии А ∙ М** ∙ АДФ ∙ Фн, т.е. в промежу-
точном состоянии между слабой и сильной формами
связывания. Таким образом, ингибиторный эффект
BDM состоит в замедлении высвобождения неорга-
нического фосфата из активного центра миозина,
что является одной из причин снижения активности
миозиновой АТФазы и сократительной функции в
присутствии BDM (Higuchi, Takemori, 1989).

Наши данные подтверждают, что главный эф-
фект BDM заключается в потенцировании расщеп-
ления АТФ в активном центре миозина. В первой
части работы мы моделировали три состояния
АТФазного цикла: А ∙ М, А ∙ М^ ∙ АДФ и А ∙ М* ∙ АТФ.
Если BDM ускоряет процесс расщепления АТФ в
активном центре головки миозина, то при модели-
ровании слабого связывания в присутствии АТФ
можно было ожидать появления головок миозина в
промежуточной или сильной форме связывания.
Нами установлено, что инкубация мышечного во-
локна в растворе, содержащем BDM в присутствии
АТФ, провоцирует смещение равновесия актин-
миозиновых состояний к образованию конформа-
ции сильного связывания в цикле гидролиза АТФ.
Следовательно, процесс перехода миозиновых голо-
вок в слабую форму связывания с актином ингиби-
руется.

Противоречивыми данными стали результаты,
полученные при моделировании сильных форм свя-
зывания А ∙ М и А ∙ М^ ∙ АДФ (в отсутствие и в при-
сутствии АДФ). Добавление BDM инициировало
переход большего числа головок миозина в сильную
форму связывания с актином, что не соответствует
роли BDM как ингибитора миозина. Тем не менее,
сразу в нескольких экспериментах при добавлении
BDM к мышечным волокнам, содержащим S1-
AEDANS, SH1-спираль миозина наклонялась по на-

правлению к оси мышечного волокна, что, несомнен-
но, указывает на образование конформации головки
миозина, характерной для сильного связывания с ак-
тином. Однако стоит отметить, что результаты кине-
тических исследований были получены при модели-
ровании перехода миозина от конформации с АТФ в
конформацию с АДФ.

Специфика нашего исследования заключается в
том, что сначала моделируются состояния сильного
связывания, а затем переход в слабое связывание.
Такая последовательность продиктована тем, что в
присутствии АТФ количество головок миозина, свя-
занных с актином, резко снижается вследствие паде-
ния сродства миозина к актину и дальнейшие изме-
рения флуоресценции затрудняются. Можно пред-
положить, что головки миозина после воздействия
на них АТФ и BDM сложнее бы осуществляли пере-
ход к сильной форме связывания с актином.

Промежуточное состояние А ∙ М** ∙ АДФ ∙ Фн, в
котором, как предполагается, задерживается миозин в
присутствии BDM, можно смоделировать с помощью
аналогов АТФ AMPPNP или ATPγS. Во второй части
работы нами было промоделировано 5 состояний АТ-
Фазного цикла: А ∙ М, А ∙ М^ ∙ АДФ, А ∙ М’ ∙ АДФ,
А ∙ М** ∙ АДФ-Фн и А ∙ М* ∙ АТФ, т.е. проведена по-
следовательная инкубация мышечных волокон в
растворах АДФ, AMPPNP, ATPγS и АТФ.

Ранее с помощью спектроскопии ядерного маг-
нитного резонанса (Komatsu et al., 2017) было обна-
ружено, что BDM изменяет микроокружение вокруг
фосфатных групп AMPPNP при связывании с голов-
кой миозина, предполагая взаимодействие между
BDM и фосфатными группами AMPPNP. Теорети-
ческие подходы позволяют предполагать, что BDM
располагается близко к γ-сульфату ATPγS и может
способствовать расщеплению фосфоэфирных свя-
зей АТФ в активном центре миозина. Другими сло-
вами, оксимная группа BDM может непосредствен-
но дефосфорилировать АТФ с образованием АДФ и
фосфорилоксима. Мы наблюдали увеличение числа
головок миозина в слабой форме связывания под
действием BDM в состояниях с AMPPNP и ATPγS, и
при таком последовательном переходе головки мио-
зина эффективно переходили в состояние слабого
связывания с актином, в отличие от результатов, по-
лученных при инкубации волокон сначала в АДФ, а
потом сразу в АТФ.

В мышечных волокнах с реконструированной ре-
гуляторной системой характер действия BDM изме-
нялся. Этот реагент уже не влиял на образование
слабой формы связывания миозина с актином, но
увеличивал фракцию сильно связанных головок
миозина при низкой концентрации ионов кальция в
саркомере, таким образом стимулируя эффективные
конформационные перестройки миозиновых попе-
речных мостиков в АТФазном цикле.

Действие BDM на конформацию миозина может
быть использовано для восстановления актин-мио-
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зинового взаимодействия в присутствии мутаций в
мышечных белках, связанных с врожденными мио-
патиями, что показано нами на примере тропомио-
зина с заменой R90P, встроенного в мышечное во-
локно. Патологическое действие мутации R90P свя-
зано с увеличением АТФазной активности миозина
и относительного количества головок миозина, ко-
торые находятся в конформации сильного связыва-
ния, при моделировании различных стадий цикла
гидролиза АТФ (Borovikov et al., 2021). Одним из
главных эффектов мутации являлось снижение ам-
плитуды движения головок миозина (или SH1-спи-
рали миозина) в цикле гидролиза АТФ. Добавление
BDM к мышечным волокнам, содержащим мутант-
ный тропомиозин, частично нормализовало кон-
формационные перестройки миозина, нарушенные
в присутствии мутантного тропомиозина, позволяя
головкам миозина эффективнее переходить между
конформациями слабого и сильного связывания с
актином. Из данных следует, что BDM может быть
использован для восстановления нормальной регу-
ляции взаимодействия миозина с актином и должен
быть протестирован в дальнейшем на других модель-
ных системах и в модельных животных.
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Influence of 2,3-Butanedione-Monoxime on the Interaction of Myosin with Actin 
in Healthy and in Congenital Myopathy

D. D. Andreevaa, N. A. Ryseva, Y. S. Borovikova, and O. E. Karpichevaa, *
aInstitute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194064 Russia

*e-mail: olexiya6@yandex.ru

Congenital myopathies are a heterogeneous group of human skeletal muscle disorders characterized by muscle hy-
potonia and weakness. Myopathies have a wide range of clinical phenotypes, which makes it extremely difficult to
develop approaches to their treatment. There are several pharmacological agents in clinical use or under clinical in-
vestigation for the treatment of cardiomyopathies whose mechanism of action can be used to treat congenital myop-
athies as well. One such agent is 2,3-butanedione-monoxime (BDM), a noncompetitive inhibitor of myosin ATPase
activity used to suppress acute myocardial injury. The molecular mechanisms of inhibition of myosin by BDM in
skeletal muscle have not been studied, therefore the aim of this work was to estimate the effect of BDM on the in-
teraction of myosin with actin in the modeling of several ATPase stages in skeletal muscle fiber, in order to assess the
prospects for the use of BDM for the treatment of congenital myopathies. We found that BDM enhances the rigidity
of myosin binding to actin when modeling weak binding forms of these muscle proteins, which can slow down the
transition of actomyosin from the AM ∙ ADP ∙ Pi to the AM ∙ ADP state and is one of the reasons for the decrease in
myosin ATPase activity in the presence of BDM. When modeling successive stages of the ATPase cycle using ADP,
AMPPNP, ATPγS, and ATP, the myosin heads gradually switch to a state of weak interaction with actin. In the pres-
ence of the regulatory proteins tropomyosin and troponin in the muscle fiber, BDM does not affect the formation
of a weak form of actomyosin binding, but increases the number of myosin heads essential for force generation. BDM
can be used to increase the efficiency of myosin conformational rearrangements in the presence of tropomyosin with
the R90P mutation associated with congenital myopathy, since this reagent increases the number of myosin heads in
the muscle fiber capable of effective conformational rearrangements in the ATPase cycle and partially inhibits the
pathological effects of the mutation.

Keywords: actin-myosin interaction, regulation of muscle contraction, muscle fiber, polarized f luorescence, inhibi-
tor of myosin ATPase activity, 2,3-butanedione-monoxime, congenital myopathies
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В работе изучена роль коротких пептидов FGER и GER, содержащих общий трипептидный фрагмент, в
регуляции адгезивного ответа клеток СНО-К1. Оба пептида увеличивали клеточную адгезию, как на необ-
работанном пластике, так и на желатине, адсорбированном на пластике, но не влияли на скорость при-
крепления клеток к адсорбированному на пластике поли-L-лизину. Пептид GER больше стимулировал
клеточную адгезию на необработанном пластике. Пептид FGER увеличивал скорость прикрепления кле-
ток к желатину в более широком диапазоне концентраций по сравнению с таковой на необработанном
пластике. Отмечена вариативность процесса распластывания клеток на разных субстратах под влиянием
исследованных пептидов. На необработанном пластике оба пептида практически в равной степени стиму-
лировали распластывание клеток. На желатине пептид FGER сохранял способность стимулировать рас-
пластывание клеток, а пептид GER частично ингибировал распластывание по сравнению с таковым на не-
обработанном пластике. Установлено, что включение дополнительного N-концевого гидрофобного ами-
нокислотного остатка Phe к трипептидному фрагменту GER изменяет регуляторную активность пептида
на модели клеточной адгезии в зависимости от стадии взаимодействия клеток с субстратом и (или) от
свойств поверхности прикрепления. Обсуждается структурно-функциональная активность исследован-
ных пептидов в отношении различных структурных компонентов адгезионных структур.

Ключевые слова: родственные короткие пептиды, адгезия, распластывание, клетки СНО-К1
DOI: 10.31857/S0041377123010054, EDN: GOYZIE

Клеточная адгезия – динамический процесс,
определяющий не только связь клеток с внеклеточ-
ным матриксом (ВКМ), но и вовлечение молекул ад-
гезии в процессы межклеточной сигнализации (Ber-
rier, Yamada, 2007). На разных стадиях формирова-
ния адгезионных структур изменяется состав этих
образований. Неизменным остается наличие в кле-
точно-матриксных адгезиях интегриновых рецепто-
ров, которые обеспечивают связывание ВКМ с ци-
тоскелетом клетки.

Интегрины представляют собой гетеродимерные
трансмембранные рецепторы, состоящие из α- и β-
субъединиц (Barczyk et al., 2010; Pan et al., 2016). К
настоящему времени известно 24 вида интегрино-
вых рецепторов. Гетерогенность интегриновых ре-
цепторов определяет вариативность адгезивного от-
вета у клеток при прочих равных условиях. Молеку-
ла интегринов состоит из внеклеточного домена,
осуществляющего связывание с лигандом, транс-
мембранного домена, определяющего разделение α-
и β-трансмембранных участков рецептора в плоско-

сти мембраны, и короткого цитоплазматического
домена, регулирующего связывание рецептора с
белками цитоскелета и сигнальными системами
(Luo et al., 2004; Morse et al., 2014). Активность инте-
гринов регулируется двояким образом: во-первых,
за счет связывания лиганда (белков ВКМ) с рецепто-
ром, которое приводит к активации посредством
конформационных изменений в эктодомене (out-
side-in signaling); во-вторых, за счет ассоциации
внутриклеточных адаптерных белков цитоскелета с
цитоплазматическим доменом рецептора, которая
завершается усилением аффинности интегринового
рецептора (inside-out signaling) (Li et al., 2016; Ивано-
ва, 2021).

Правильное функционирование рецепторов не-
обходимо для адекватного реагирования клетки на
действие внешних факторов. Как известно, в основе
многих биологических процессов, осуществляемых
белками, лежит специфическое взаимодействие
между белками и лигандами в функционально зна-
чимых зонах. Белок-белковые взаимодействия опо-
средуются специфическими местами связывания
(Reichmann et al., 2007). Как правило, к ним относят-
ся определенные пептидные сегменты, определяю-

Принятые сокращения: ВКМ – внеклеточный матрикс; FGER –
пептид Phe-Gly-Glu-Arg; GER – пептид Gly-Glu-Arg.

УДК 576.524:577.112.6
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щие селективность взаимодействия. Ключевую роль
в межбелковых контактах играют линейные пептид-
ные структуры, способные связываться как со струк-
турированными доменами, так и с неструктуриро-
ванными участками белков (Petsalaki, Russell, 2008;
Tompa et al., 2009). Чаще всего сайты связывания
белков включают в свой состав крупные аминокис-
лотные остатки (Tyr, Arg и Trp) (Reichmann et al.,
2007; London et al., 2013).

Возросший интерес к поиску пептидных препа-
ратов, способных имитировать сайты связывания
(или другие функциональные центры белков) связан
с реальной возможностью регуляции функций бел-
ков посредством направленного изменения межбел-
кового интерфейса с помощью синтетических пеп-
тидов (Eichler, 2008; London et al., 2013; Apostolopou-
los et al., 2021). Не менее важна регуляторная роль
пептидных молекул, не имеющих структурного
сходства с межбелковыми сайтами связывания, в
модуляции эффективности межбелковых контактов.

Регуляторные пептиды относятся к группе поли-
функциональных соединений (Ашмарин, Каразее-
ва, 1996; Замятнин, 2004), т.е. обладают широким
спектром физиологической активности и могут воз-
действовать на разные мишени. Связано это, прежде
всего, с относительной простотой строения коротких
пептидных соединений, содержащих от 2 до 8 амино-
кислотных остатков. Ввиду малой длины последова-
тельности пептиды не образуют полноценной вто-
ричной структуры. Возможно наличие определен-
ных изгибов в аминокислотной цепи (β-изгибы или
неполные спиралевидные обороты), влияющих на
пространственную структуру пептида, чаще всего
приводящую к флуктуации пространственной ори-
ентации боковых радикалов аминокислотных остат-
ков, входящих в состав пептида (Костецкий, Арте-
мьев, 2000). Если в состав пептида не входят остатки
Cys, способные образовывать дисульфидные связи,
то пептид, в этом случае, не содержит внутримолеку-
лярного пространственного стабилизатора. Большая
часть биологически активных пептидов характери-
зуется подвижной конформацией, изменяющейся в
зависимости от условий микроокружения, в первую
очередь от величины рН среды. Пространственная
подвижность регуляторных пептидов, с одной сто-
роны, обусловливает их полифункциональность, с
другой – создает трудности при отборе пептидов, ре-
гуляторное действие которых должно ограничивать-
ся только одной клеточной мишенью.

Цель представленной работы заключалась в изу-
чении вариативности воздействия коротких пепти-
дов с общим структурным ядром GER (Gly-Glu-Arg)
и FGER (Phe-Gly-Glu-Arg) на адгезию эпителиопо-
добных клеток в зависимости от стадии клеточного
адгезивного ответа и использованных полимерных
носителей с различными характеристиками в каче-
стве поверхности прикрепления.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Клетки. В работе использовали эпителиоподоб-
ную линию клеток CHO-K1 (Chinese Hamster Ovary
cells, клетки яичника китайского хомячка), получен-
ную из “Коллекции культур клеток позвоночных”
(Институт цитологии РАН, Санкт-Петербург).

Для проведения экспериментов клетки культиви-
ровали в среде ДМЕМ/F12, содержащей 10% эмбри-
ональной телячьей сыворотки (Gibco, США),
50 мкг/мл пенициллина и стрептомицина (Gibco,
США) в атмосфере 5% СО2 при 37°С. Клетки, до-
стигшие монослоя, промывали фосфатно-солевым
буферным раствором (PBS; Sigma, США) и суспен-
дировали в питательной среде.

Оценка адгезии клеток. Влияние пептидов GER и
FGER, синтезированных на кафедре химии природ-
ных соединений СПбГУ, на адгезию клеток линии
CHO-K1 оценивали по описанному ранее методу
(Yakuwa et al., 1989). Клетки инкубировали с пепти-
дами или без пептидов (контроль). Пептиды вноси-
ли в клеточную суспензию в полной питательной
среде в концентрациях от 10–10 до 10–5 М перед экс-
периментом. Клеточную суспензию (106 кл./мл) пе-
реносили в 96-луночные планшеты (Corning, США),
предварительно обработанные или нет раствором
желатина (здесь и далее: 20 мкг/мл в PBS, 18 ч при
4°С,) или поли-L-лизина (0.01%). Клетки выдержива-
ли 1 ч при 37°С в атмосфере 5% СО2. Прикрепившиеся
клетки окрашивали кристаллическим фиолетовым
(0.3% в метаноле). Связанный краситель экстрагиро-
вали этанолом. Оптическую плотность полученного
экстракта измеряли на анализаторе “Униплан” (Пи-
кон, Россия) при длине волны 570 нм. По величине
оптической плотности судили об изменении коли-
чества прикрепившихся клеток. Результаты выража-
ли в % от контроля.

Оценка распластывания. Изучали процесс распла-
стывания клеток на чашках Петри (Corning, США),
покрытых или нет раствором желатина (см. выше), в
которые вносили клетки (2 × 105 кл./мл) в питатель-
ной среде, содержащей 0.2% сыворотки. Пептиды в
концентрации от 10–10 до 10–5 М вносили в клеточ-
ную суспензию перед посевом клеток на чашки Пет-
ри. Клетки выдерживали 45 мин при 37°С в CO2-инку-
баторе. Подсчет клеток после их фиксации проводили
под микроскопом Axiovert 40C (Carl Zeiss, Германия),
используя объектив 20×. Распластанной считали клет-
ку с выраженными отростками, нераспластанной ─
клетку округлой формы. Учитывали количество рас-
пластанных клеток (%) при подсчете не менее
200 клеток в каждом варианте.

Статистическая обработка результатов. Результа-
ты представлены в виде средних значений и их оши-
бок. Достоверность различий оценивали с помощью
t-критерия Стьюдента для сравнения контрольных и
экспериментальных групп.
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РЕЗУЛЬТАТЫ
В работе исследовали влияние коротких пепти-

дов: трипептида GER и тетрапептида FGER, отлича-
ющегося от трипептида наличием дополнительного
аминокислотного остатка Phe на N-конце молеку-
лы, на адгезивную способность эпителиоподобных
клеток СНО-К1. Оценивали клеточный ответ под
действием пептидов на разных субстратах клеток:
культуральном пластике и на пластике, покрытом
поли-L-лизином (синтетическим поликатионом)
или желатином (природным биодеградируемым по-
лимером). Последний является продуктом денатура-
ции коллагена I типа, одного из основных компо-
нентов ВКМ, определяющих взаимодействие рези-
дентных клеток.

Установлено, что пептид GER при всех использо-
ванных концентрациях увеличивал число прикре-
пившихся клеток к необработанному пластику, при
этом максимальный эффект наблюдали при концен-
трациях 10–10–10–8 М (P < 0.05 или P < 0.01) (рис. 1а).
Менее выраженный эффект отмечали при культиви-
ровании клеток с пептидом GER в дозах 10–7–10–5 М
(P < 0.01 или P < 0.05).

Пептид FGER по сравнению с трипептидом GER
стимулировал процесс прикрепления изученных
клеток на необработанном пластике менее эффек-
тивно (рис. 1б). Культивирование клеток с пептидом
FGER приводило к увеличению числа прикрепивших-
ся клеток при концентрациях 10–10–10–9 М (P < 0.01) и
10–7–10–6 М (P < 0.05 или P < 0.01). Необходимо от-
метить, что усиление клеточной адгезии на культу-
ральном пластике под действием пептида FGER в
диапазоне концентраций от 10–9 до 10–5 М сохраня-
лось приблизительно на одном уровне.

Хорошо известно, что изменение физико-хими-
ческих параметров субстрата влияет на степень кле-
точной адгезии (Maheshwari et al., 2000; Yeung et al.,
2005; Wells, 2008). Адсорбция поли-L-лизина или
желатина на культуральном пластике по-разному
влияла на способность клеток, обработанных иссле-
дованными пептидами, прикрепляться к твердой
поверхности (рис. 1). Пептиды GER и FGER, вне-
сенные в питательную среду, не влияли на адгезию
эпителиоподобных клеток к синтетическому поли-
катиону поли-L-лизину.

Оба изученных пептида увеличивали количество
прикрепившихся клеток к желатину в широком диа-
пазоне концентраций (кроме концентрации 10–5 М)
по сравнению с контрольными клетками, не обрабо-
танными пептидами (рис. 1). При этом по абсолют-
ным значениям пептид GER стимулировал клеточ-
ную адгезию на желатине больше, чем пептид FGER
(за исключением концентрации 10–7 М) по сравне-
нию с контрольными клетками.

Показано, что пептид GER в дозах от 10–10 до 10–8 М
(P < 0.01 или P < 0.001) стимулировал клеточную ад-
гезию на желатине практически так же (по величи-

не), как и на необработанном пластике, а в дозах 10–7 и
10–6 М (P < 0.01 или P < 0.001) незначительно усили-
вал адгезию на желатине по сравнению с необрабо-
танным пластиком (рис. 1а). Количество прикре-
пившихся клеток на желатине под действием пепти-
да FGER увеличивалось по сравнению с таковым на
необработанном пластике. При этом пептид стимули-
ровал клеточную адгезию на желатине в концентрации
от 10–10 до 10–6 М (P < 0.01 или P < 0.001) (рис. 1б).

Для интерпретации полученных данных введено
понятие прироста прикрепленных (распластанных)
клеток на определенном субстрате относительно со-
ответствующих контрольных значений (использова-
ли средние значения). Отношение прироста при-
крепленных (распластанных) клеток на желатине к
аналогичному показателю на необработанном пла-
стике позволяет более четко оценить степень влия-
ния типа субстрата на изменение числа прикреплен-
ных (распластанных) клеток под воздействием пеп-
тидов.

Сравнивая значения прироста обработанных
пептидами прикрепившихся клеток к желатину и к
необработанному пластику, обнаружили следую-
щее. Максимальное усиление адгезии клеток к же-
латину под влиянием пептида GER отмечали при
концентрациях 10–7 (в 2.03 раза) и 10–6 М (в 1.41 раза)
по сравнению с таковым на необработанном пласти-
ке. При обработке клеток пептидом FGER макси-
мальное увеличение количества прикрепленных
клеток к желатину обнаружено при концентрациях
пептида 10–9 (в 1.83 раза), 10–7 (в 1.94 раза) и 10–6 М (в
1.76 раза). Это означает, что на желатине пептид
GER наиболее эффективно действовал в дозах 10–7 и
10–6 М, а пептид FGER – в дозах 10–9, 10–7 и 10–6 М в
сравнении с необработанным пластиком.

Из данных, представленных на рис. 2, видно, что
пептиды GER и FGER участвуют в регуляции про-
цессов распластывания эпителиоподобных клеток
линии СНО-К1. Оба исследованных пептида стиму-
лировали распластывание клеток на необработан-
ном пластике во всем диапазоне исследованных
концентраций. Не обнаружено зависимости доза–
эффект для обоих пептидов, данные об увеличении
числа распластанных клеток на необработанном
пластике колебались в пределах близких значений
для каждого из исследованных пептидов. Вместе с
тем, наибольшее увеличение количества клеток, рас-
пластанных на пластике, выявлено под действием пеп-
тида GER в дозах 10–9 (в 1.29 раза), 10–7 (в 1.35 раза) и
10–5 М (в 1.29 раза), а под действием пептида FGER –
при концентрациях 10–8 и 10–7 М (в 1.31 раза) по
сравнению с контрольными клетками.

Процесс распластывания клеток СНО-К1 на пла-
стике, покрытом желатином, после обработки кле-
ток пептидом GER отличался от такового после куль-
тивирования клеток с пептидом FGER (рис. 2а, б).
Пептид GER практически не влиял на процессы
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клеточного распластывания на желатине при кон-
центрациях 10–10–10–8 М и только при концентра-
ции 10–7 (P < 0.01) и 10–6 М (P < 0.05) увеличивал ко-
личество распластанных клеток по сравнению с кон-
трольными клетками. Пептид FGER во всем

диапазоне использованных концентраций увеличивал
число распластанных клеток на желатине (P < 0.01 или
P < 0.001) по сравнению с контролем.

Интересно отметить, что прирост распластанных
клеток на желатине под действием пептида FGER су-

Рис. 1. Влияние пептидов GER (а) и FGER (б) на адгезию клеток СНО-К1 на необработанном пластике и на пластике, по-
крытом поли-L-лизином или желатином. Концентрация пептидов (М): 10–10 (1), 10–9 (2), 10–8 (3), 10–7 (4), 10–6 (5), 10–5 (6).
Представлены данные в % от контроля (клеток, не обработанных пептидами). Пептиды вносили в питательную среду с 10%
сыворотки перед началом эксперимента. Через 1 ч культивирования при 37°С прикрепившиеся клетки окрашивали кристал-
лическим фиолетовым. По величине оптической плотности экстрагированного красителя судили об изменении числа при-
крепившихся клеток. Достоверность отличий от контроля показана одной (P < 0.05), двумя (P < 0 .01) или тремя (P < 0.001)
звездочками (по t-критерию Стьюдента). В каждом варианте сделано от 5 до 7 независимых измерений.
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Рис. 2. Влияние пептидов GER (а) и FGER (б) на распластывание клеток СНО-К1 на необработанном пластике или на пла-
стике, покрытом желатином. Концентрация пептидов (М): 10–10 (1), 10–9 (2), 10–8 (3), 10–7 (4), 10–6 (5), 10–5 (6). Контроль
(К) – клетки, не обработанные пептидами. Данные представлены в % (см. Материал и методика).
Пептиды вносили в питательную среду с 0.2% сыворотки перед началом эксперимента. Подсчет распластанных клеток про-
водили через 45 мин культивирования при 37°С. Достоверность отличий от контроля показана одной (P < 0.05), двумя
(P < 0.01) или тремя (P < 0.001) звездочками (по t-критерию Стьюдента). В каждом варианте сделано от 4 до 6 независимых
измерений.

***
*

*
* * *

* *
* * *

50

40

30

80

70

60

20

10

0

a

К
ол

ич
ес

тв
о 

ра
сп

ла
ст

ан
ны

х 
кл

ет
ок

, %
К

ол
ич

ес
тв

о 
ра

сп
ла

ст
ан

ны
х 

кл
ет

ок
, %

1К 2 3 4 5 6 1К 2 3 4 5 6
Пластик Желатин

[GER], M

*** ***
*** ***

*** ***

*** * * * ** *
* * * *

50

40

30

70

60

20

10

0

б

1К 2 3 4 5 6 1К 2 3 4 5 6
Пластик Желатин

[FGER], M



ЦИТОЛОГИЯ  том 65  № 1  2023

О ВАРИАТИВНОСТИ КЛЕТОЧНОГО АДГЕЗИВНОГО ОТВЕТА ПОД ВОЗДЕЙСТВИЕМ 97

щественно возрастает в дозах 10–10 (в 1.46 раза), 10–6 (в
1.48 раза) и 10–5 М (в 1.23 раза) по сравнению с ана-
логичными значениями на необработанном пласти-
ке (рис. 2б). В то же время пептид GER уменьшал
прирост распластанных клеток на желатине в кон-
центрациях 10–7 (в 1.35 раза) и 10–6 М (в 1.17 раза) по
сравнению с приростом распластанных клеток на
необработанном пластике после внесения пептида в
культуральную среду (рис. 2а).

В результате проведенного анализа показано, что
изученные пептиды GER и FGER стимулировали
клеточную адгезию как на необработанном пласти-
ке, так и на желатине, адсорбированном на пласти-
ке. На желатине отчетливой зависимости между уве-
личением количества прикрепленных клеток и ис-
пользованной концентрацией пептидов при их
добавлении в клеточную суспензию не выявлено.
Установлено, что степень влияния пептидов GER и
FGER на распластывание клеток существенно зави-
села от свойств субстрата. Так, на культуральном
пластике пептиды GER и FGER стимулировали рас-
пластывание клеток, в то же время на желатине пеп-
тид FGER сохранял свою активность, а пептид GER
частично ее утрачивал.

ОБСУЖДЕНИЕ
Клеточная адгезия является многофакторным про-

цессом, в котором ключевую роль играют трансмем-
бранные интегриновые рецепторы, обеспечивая взаи-
мосвязь между внеклеточными лигандами (компонен-
тами ВКМ) и цитоскелетом клетки (Humphries et al.,
2004; Harburger, Calderwood, 2009; Barczyk et al.,
2010; Byron, Frame, 2016). Свойства субстрата оказы-
вают непосредственное влияние на поведение куль-
тивируемых клеток, изменяя их рост, дифференци-
ровку и метаболизм (Yamada et al., 2003; Dubin-Thaler
et al., 2004; Zemljic et al., 2007; Kim et al., 2011).

Полученные нами данные о регуляции пептида-
ми GER и FGER адгезивной способности эпителио-
подобных клеток линии СНО-К1 на стадии при-
крепления и распластывания клеток свидетельству-
ют о вовлечении в этот процесс молекул адгезии
интегринов. Косвенным подтверждением этого по-
ложения являются данные об отсутствии влияния
исследованных пептидов на адгезию клеток к поли-
L-лизину. Возможно, это связано с неспецифиче-
ским характером образующихся электростатических
связей между повторяющимися NH2-группами по-
ликатиона и фосфатными группами фосфолипид-
ных молекул клеточных мембран в процессе при-
крепления клеток к положительно заряженному по-
ли-L-лизину (Cuvelier et al., 2007; Reuter et al., 2009).

Установлено, что пептиды GER и FGER увеличи-
вали клеточную адгезию как на культуральном пла-
стике, так и на пластике, покрытом природным поли-
мером желатином. Вместе с тем скорость прикрепле-
ния клеток на желатине существенно возрастала после

воздействия исследованными пептидами. При этом
пептид GER в большей степени стимулировал про-
цессы клеточной адгезии на желатине в концентра-
ции 10–7 М, а пептид FGER – в концентрации 10–9 и
10–7 М, если сравнивать с клеточной адгезией на не-
обработанном пластике.

Степень влияния пептидов GER и FGER на рас-
пластывание клеток существенно зависела от
свойств субстрата. Если на необработанном пласти-
ке оба пептида практически в равной степени стиму-
лировали распластывание клеток, то на желатине
только пептид FGER сохранил эффект стимулиро-
вания процессов распластывания, а пептид GER ча-
стично ингибировал распластывание клеток по
сравнению с таковым на необработанном пластике.

Известно, что скорость прикрепления клеток к
субстрату зависит от продолжительности первичных
контактов клеток с адгезивной поверхностью. Мож-
но предположить, что на необработанной пластико-
вой поверхности продолжительность первичных
контактов клеток после их обработки пептидами
значительно больше, чем на желатине. Это обуслов-
ливает большую начальную скорость прикрепления
обработанных пептидами клеток на желатине. Второй
возможной причиной относительного уменьшения
скорости прикрепления клеток на пластике после дей-
ствия пептидов может быть увеличение у клеток пери-
ода адаптации к условиям микроокружения, что может
быть связано, главным образом, с синтезом молекул
ВКМ (например, фибронектина для эпителиальных
клеток) (Filenius et al., 2003; Xu, Mosher, 2011) и экс-
прессией интегриновых рецепторов (более шести,
самый распространенный интегрин – α5β1), для ко-
торых лигандом является фибронектин (Takada et al.,
2007; Xu, Mosher, 2011; Иванова, 2017). Клетки, посе-
янные на желатин, экспрессируют интегрины α5β1 и
αvβ3, связывающиеся с желатином в качестве лиган-
да (Plow 2000; Heino, 2007).

Пептиды GER и FGER могут по-разному влиять
на активность интегринов. Например, пептиды мо-
гут взаимодействовать аллостерически с разными
участками рецепторной молекулы, приводя к раз-
личным конформационным перестройкам рецепто-
ра. В результате этих процессов может изменяться
степень рецепторного взаимодействия с лигандами,
замедляя или ускоряя лиганд-рецепторное связыва-
ние (Cavalcanti-Adam et al., 2007). Доля лиганд-связан-
ных рецепторов, в свою очередь, может определять
степень кластеризации интегринов (Hantgan et al.,
2003; Selhuber-Unkel et al., 2008). Это означает, что
чем больше количество лиганд-связанных интегри-
нов имеется в клеточной мембране, тем крупнее
формирующиеся кластеры рецепторов, и наоборот.

На стадии формирования первичных адгезион-
ных структур во время прикрепления клеток к суб-
страту, по-видимому, размеры формирующихся ре-
цепторных кластеров (Maheshwari et al., 2000) не ока-
зывают определяющего влияния на клеточный
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ответ. Общее количество клеточных контактов с
субстратом возрастает независимо от размеров пер-
вичных адгезионных комплексов, основой которых
являются кластеры интегринов. Это означает, что на
первом этапе прикрепления клеток к субстрату пеп-
тиды GER и FGER приблизительно в равной степе-
ни влияют на клеточный ответ.

При переходе клетки к распластыванию размеры
формирующихся адгезионных структур определяют
процесс их созревания. Часть мелких адгезионных
комплексов распадается, другие укрупняются и ре-
крутируют дополнительные белки с различными
свойствами. Можно предположить, что пептид GER
при высеве клеток на желатин ограничивает либо
процесс кластеризации интегринов, либо частично
ингибирует процессы перехода более мелких по раз-
меру адгезионных структур в более крупные образо-
вания. Именно с этими процессами может быть свя-
зано относительное ингибирование клеточного рас-
пластывания на желатине после обработки клеток
пептидом GER.

Пептид FGER, аллостерически взаимодействуя с
определенными короткими сайтами рецептора, не
только не ограничивал процессы лигирования ре-
цепторов, но, напротив, ускорял их, вероятно, за
счет увеличения скорости диффузии рецепторов в
плоскости клеточной мембраны (Lepzelter, Zaman,
2010). В конечном итоге, пептид FGER увеличивал
скорость укрупнения кластеров интегринов, а зна-
чит и адгезионных структур при высеве клеток на
желатин.

Приблизительно равный эффект стимулирова-
ния распластывания клеток на культуральном пла-
стике у исследованных пептидов (рис. 2) может быть
связан не только с сохранением числа адгезионных
контактов клетки с субстратом, сформированных на
этапе прикрепления клеток, но и с возможным сход-
ным влиянием пептидов на силу связывания адгези-
онных структур с субстратом (Wolfenson et al., 2014).

Кроме того, пептиды GER и FGER могут влиять
на активность интегриновых рецепторов опосредо-
ванно через регуляцию функций других белков, во-
влеченных в структурирование адгезионных струк-
тур (Flier, Sonnenberg, 2001; Morse et al., 2014), что
приведет к реорганизации цитоскелета, которая в
свою очередь обеспечит деформацию клеточной
мембраны, т.е. позволит клетке распластываться на
субстрате. Например, пептиды GER и FGER могут
по-разному регулировать у клеток процесс рекрути-
рования талина, одного из адаптерных белков, в ин-
тегриновые кластеры в зависимости от использован-
ного субстрата.

Связывание головного домена талина с NPXY-
фрагментом цитоплазматического домена β-субъ-
единицы интегринов осуществляется на начальных
стадиях формирования адгезионных структур и фор-
мирует первичную адгезионную платформу для во-
влечения дополнительных актин-связывающих бел-

ков, таких как винкулин и др. (Ziegler et al., 2008;
Moser et al., 2009; Critchley, 2009; Иванова, 2021), ос-
новное значение которых заключается в формирова-
нии дополнительных связей с F-актином цитоскеле-
та. Можно предположить, что влияние пептидов
GER и FGER может варьировать на стадии вовлече-
ния в формирующиеся адгезионные структуры ак-
тин-связывающих белков в зависимости от субстра-
та. Так, пептид FGER, аллостерически взаимодей-
ствуя с интегринами, может ускорять связывание
талина с β-субъединицей рецептора, которое в свою
очередь ускорит связывание талина с молекулами
винкулина. В конечном итоге, это приведет к увели-
чению количества связей между адаптерными бел-
ками и F-актином, а значит и ускорению ассоциа-
ции интегринов с актиновыми филаментами. В этом
случае условия для клеточного распластывания на
желатине под воздействием пептида FGER будут оп-
тимальными.

Возможно, изменение пространственной струк-
туры рецепторов под влиянием пептида GER при
высеве клеток на желатин приводило к ограничению
числа молекул талина, связавшихся с β-субъедини-
цей интегринов, может быть, в результате маскиров-
ки фрагмента NPXY у части популяции рецепторов.
Соответственно, уменьшение количества молекул
талина, связавшихся с рецепторами, обусловит со-
кращение рекрутированных в адгезионные структу-
ры молекул винкулина, что, безусловно, замедлит
ассоциацию интегринов с цитоскелетом. Как ре-
зультат, распластывание клеток, обработанных пеп-
тидом GER, на желатине будет замедляться.

Активность пептидов определяется их структурой.
Как уже упоминалось, исследованные трипептид GER
и тетрапептид FGER содержат общий трипептидный
фрагмент. Оба пептида в качестве С-концевой амино-
кислоты содержат одинаковый остаток (Arg). В каче-
стве N-концевого аминокислотного остатка трипеп-
тид содержит неполярный остаток Gly без бокового
радикала, а тетрапептид – неполярный остаток Phe,
содержащий в боковом радикале бензольное кольцо
(Шульц, Ширмер, 1982; Кантор, Шиммел, 1984).

Известно, что все элементы пептидной связи
(CO–NH) располагаются в одной плоскости и пре-
пятствуют вращению вокруг нее пептидной цепи.
Осевое вращение остова пептидной цепи возможно
вокруг связи, которая соединяет α-углеродный атом
и карбонильный углерод пептидной связи во втором
с N-конца аминокислотном звене, или связи, кото-
рая соединяет α-углеродный атом и NH-группу пеп-
тидной связи в 3-ем с N-конца аминокислотном
остатке. Такой поворот изменяет направление хода
пептидной цепи, т.е. по месту осевого поворота про-
исходит изгиб основной цепи в пространстве (Кан-
тор, Шиммел, 1984; Щербак, 2005).

Концевые аминокислотные остатки пептидов не
участвуют в осевом вращении остова пептидной це-
пи. В случае пептида FGER более вероятно осевое
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вращение вокруг связи между α-углеродным атомом
и карбонилом пептидной связи остатка Gly и менее
вероятно осевое вращение между α-углеродным ато-
мом и карбонилом пептидной связи остатка Glu
ввиду стерических ограничений из-за больших раз-
меров боковых радикалов у остатков Glu и Arg у тет-
рапептида. Можно предположить, что пептид FGER
в среде инкубации может находиться в изогнутой в
результате осевого вращения форме, а также в виде
биологически активных конформеров с характерны-
ми перегибами пептидной цепи без изменения оси
вращения по пептидным связям. Что касается пеп-
тида GER, то ввиду очень короткой пептидной цепи
осевой поворот пептидной цепи по месту располо-
жения остатка Glu мало вероятен. Однако сохраня-
ется возможность перегибов пептидной цепи без из-
менения оси вращения вокруг пептидных связей.

Выявленные различия в действии пептидов GER
и FGER на адгезивный ответ клеток, по-видимому,
обусловлены их структурными различиями. Тетра-
пептид, контактируя с определенным участком ре-
цептора, может фиксировать свой N-конец с помо-
щью гидрофобного радикала остатка Phe с любым
гидрофобным аминокислотным остатком рецепто-
ра, одновременно С-концевая аминокислота пепти-
да Arg может взаимодействовать электростатически
через положительно заряженную гуанидиновую
группу с боковыми радикалами отрицательно заря-
женных аминокислотных остатков (Glu или Asp),
локализованных в интегриновом рецепторе. Кроме
того, отрицательно заряженный остаток Glu в пеп-
тиде может также связываться электростатически с
положительно заряженными аминокислотными
остатками рецептора.

В отличие от тетрапептида, пептид GER на N-
конце содержит остаток Gly, который из-за отсут-
ствия бокового радикала характеризуется высокой
подвижностью в плоскости основной пептидной це-
пи, что может уменьшать скорость фиксации остат-
ка Gly у пептида с рецептором. Ориентация боковых
радикалов у аминокислотных остатков (Glu и Arg)
определяет взаимодействие этого пептида с каким-
либо участком интегринов.

Кроме вклада в связывающую активность иссле-
дованных пептидов боковых радикалов аминокис-
лотных остатков, входящих в состав этих пептидов,
не менее важна способность пептидов изменять
свою пространственную конфигурацию. Как уже
упоминалось, тетрапептид FGER, в отличие от пеп-
тида GER, может формировать более разнообраз-
ный спектр конформеров с изогнутой конформаци-
ей, обеспечивая тем самым большую вариативность
взаимодействия пептида с рецептором в зависимо-
сти от условий микроокружения. Это создает усло-
вия для проявления большей активности пептида
FGER по сравнению с пептидом GER на модели ад-
гезивного ответа клеток линии СНО-К1.

При взаимодействии пептидов с молекулами ре-
цепторов возможны два варианта ориентации пепти-
дов относительно аминокислотной последовательно-
сти интегринов – параллельная или антипараллель-
ная. В обоих случаях ввиду конформационной
изменчивости пептидов возможно взаимодействие
как пары заряженных аминокислотных остатков,
так и одного из двух указанных остатков (или Arg,
или Glu) у исследованных пептидов с противопо-
ложно заряженными остатками аминокислот, лока-
лизованных в последовательности интегринов. Не-
полярный остаток Phe у пептида FGER может фор-
мировать дополнительно гидрофобную связь с
неполярными аминокислотными остатками рецеп-
тора. Возможно, пептиды взаимодействуют с участ-
ками, расположенными в карманоподобных струк-
турах рецепторов, содержащих кластеры из поляр-
ных и гидрофобных аминокислотных остатков. В
любом случае такие локальные взаимодействия мо-
гут привести к изменению заряда или ориентации
боковых радикалов у аминокислотных остатков в ре-
цепторной молекуле, а значит к мозаичным измене-
ниям конформации, которые в зависимости от усло-
вий окружения могут маскировать или демаскиро-
вать в интегринах эпитопы связывания, тем самым
ослаблять или усиливать активность интегриновых
рецепторов.

Суммируя вышесказанное, можно заключить,
что исследованные в работе пептиды могут участво-
вать в регуляции межбелковых взаимодействий на
разных ступенях адгезивного ответа клеток в зависи-
мости от имеющихся условий окружения. Пептиды
могут связываться с одним и тем же или сходным по
строению сайтом в молекуле рецептора, вызывая
сходный биологический эффект, например, при адге-
зии и распластывании на необработанном пластике,
или с сайтами, расположенными в разных участках ре-
цептора, приводя к разнонаправленному влиянию на
адгезивный ответ, например, при распластывании
клеток на желатине. Не исключено также, что пептиды
могут взаимодействовать с несколькими участками
рецептора одновременно, обусловливая суммарное
усиление или ослабление адгезивного ответа клеток.

В период пост-пептидного связывания с опреде-
ленными участками рецептора (или других компо-
нентов адгезии) могут происходить краткосрочные
или долговременные изменения структурной ориен-
тации рецепторов, вызванные локальными диссо-
циациями во вторичной или третичной структурах
рецептора, обусловленные образованием электро-
статических и (или) гидрофобных связей с регуля-
торными пептидами. Т.е. можно говорить о суще-
ствовании механизма регуляции межбелковых взаи-
модействий, включая лиганд-рецепторные связи,
через изменение пространственной структуры
участников взаимодействия с помощью коротких
регуляторных пептидов. В этом случае регуляторные
пептиды (в том числе GER и FGER) можно отнести
к группе низкомолекулярных аллостерических мо-
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дуляторов, способных при определенных внешних
условиях изменять межбелковый интерфейс связы-
вающихся белков.

Регуляторные пептиды с подобными функцио-
нальными характеристиками являются перспектив-
ными для использования в терапии заболеваний,
связанных с патологией межбелковых контактов, та-
ких как вирусные и бактериальные инфекции, а так-
же аутоиммунные и онкологические заболевания.
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On the Variativity of Cell Adhesive Response under the Action of Related Short Peptides

V. P. Ivanova*
Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, 194223 Russia
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Analysis of the participation of short peptides GER and FGER containing common tripeptide fragment in the reg-
ulation of adhesive response of CHO-K1 cells was conducted. Both peptides stimulated cell adhesion both to un-
treated plastic and to gelatin-coated plastic, but did not change cell attachment to poly-L-lysine-coated plastic.
Tripeptide GER had larger stimulation effect on cell adhesion to untreated plastic. Peptide FGER increased the rate
of cell attachment to gelatin in a wider range of concentrations as compared to adhesion to untreated plastic. Varia-
tivity of cell spreading to different substrates under peptide action was demonstrated. On untreated plastic both in-
vestigated peptides practically in equal extent stimulated cell spreading. On gelatin peptide FGER kept the stimula-
tion effect on cell spreading, but peptide GER partly inhibited cell spreading as compared to cell spreading on un-
treated plastic. It was established that insertion of additional N-terminal hydrophobic amino acid residue Phe to
tripeptide fragment GER changes the regulatory activity of peptide at the cell adhesion model depending on the stage
of cell connection with substrate and/or on substrate properties. The structural-functional activity of investigated
short peptides on the instance of different structural components of adhesive structures is discussed.

Keywords: related short peptides, adhesion, spreading, CHO-K1 cells
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В настоящей работе мы проанализировали как двойное ковалентное связывание лиганда биливердина
(BV) в ближне-инфракрасном флуоресцентном белке iRFP670, содержащем два ключевых остатка цисте-
ина, влияет на устойчивость биомаркера к протеолитической деградации. Ранее выявлено, что ковалент-
ное присоединение BV одновременно к двум ключевых остаткам цистеина является причиной наиболь-
шего квантового выхода флуоресценции BV-содержащих ближне-инфракрасных флуоресцентных белков
(NIR-FP) с двумя ключевыми остатками цистеина по сравнению с остальными BV-содержащими NIR-FP.
Наши данные указывают на то, что ковалентное связывание BV в NIR-FP с двумя ключевыми остатками
цистеина одновременно с двумя участками полипептидной цепи, которая, помимо этого, формирует узел
типа восьмерки, приводит к экранированию в них многих сайтов расщепления протеолитическими фер-
ментами трипсином и химотрипсином. Как следствие, при ковалентном связывании BV в NIR-FP одно-
временно с двумя ключевыми остатками цистеина не только стабилизируется их структура, но и может
возрастать их устойчивость к протеолитической деградации, что определяет клеточную стабильность био-
маркеров и важно для их использования в качестве флуоресцентных меток в клетке.

Ключевые слова: бактериальные фитохромы, ближне-инфракрасные флуоресцентные белки, двойное ко-
валентное связывание биливердина
DOI: 10.31857/S0041377123010108, EDN: GLEWOB

Генетически кодируемые белковые флуоресцент-
ные маркеры успешно используются для изучения
биологических процессов посредством селективно-
го мечения ими целевых клеточных белков (Chernov
et al., 2017; Rodriguez et al., 2017). Среди них ближне-
инфракрасные (NIR) биомаркеры могут прижиз-
ненно использоваться в экспериментах на модель-
ных животных, поскольку спектры поглощения и
флуоресценции этих белков попадают в “окно про-
зрачности” биологических тканей, характеризую-
щееся минимальным поглощением света компонен-
тами клеток и водой (Weissleder, 2001). Mечение от-
дельных клеток с использованием NIR-
биомаркеров позволило изучать биологические про-
цессы в модельных животных, такие как метастази-
рование и канцерогенез (Yu et al., 2014), процессы
регенерации, развитие паразитарных и вирусных
инфекций, процессы, связанные с нарушением ли-
пидного метаболизма. Совместное использование
спектрально различимых мономерных вариантов

NIR-биомаркеров (Matlashov et al., 2020) и NIR-био-
сенсоров ключевых клеточных процессов на их ос-
нове (Komatsu et al., 2011; Shcherbakova et al., 2018a;
Qian et al., 2019; Subach et al., 2019) с биомаркерами и
биосенсорами видимого диапазона на основе GFP-
подобных белков и с оптогенетическими инстру-
ментами на основе родопсинов и криптохромов, ак-
тивность которых регулируется светом в сине-зеле-
ной области спектра, значительно расширяет воз-
можности изучения биологических процессов
внутри клетки (Shcherbakova et al., 2018a). Использо-
вание NIR-биомаркеров с передовыми методами
получения изображений (фотоакустической томо-
графией, двух-фотонной микроскопией, регистра-
цией кривых затухания флуоресценции) позволяет
достичь субмиллиметрового разрешения в глубоких
тканях модельных животных (Li et al., 2018).

Большинство доступных в настоящее время
ближне-инфракрасных (NIR) биомаркеров разрабо-
таны на основе ближне-инфракрасных флуорес-
центных белков (NIR-FP), состоящих из двух доме-
нов – PAS (Per-ARNT-Sim) и GAF (cGMP
PDE/AC/FhlA), которые вместе образуют так назы-

Принятые сокращения: NIR – ближне-инфракрасные; FP –
флуоресцентные белки; BV – биливердин; GdnHCl – гидро-
хлорид гуанидина.

УДК 577.344
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ваемый хромофор-связывающий домен полнораз-
мерных бактериальных фитохромов (Rodriguez et al.,
2017; Shcherbakova et al., 2018b). Природным лиган-
дом бактериальных фитохромов и большинства
NIR-биомаркеров на их основе является биливер-
дин IXα (BV). Данный тетрапиррол синтезируется в
клетках млекопитающих в достаточном количестве в
результате деградации гема (Kapitulnik, Maines,
2012). Важной характеристикой NIR-биомаркеров
при их использовании является яркость в клетке, ко-
торая определяется молекулярной яркостью белка и
его стабильностью в клетке. Среди BV-содержащих
NIR-FP наибольшим квантовым выходом флуорес-
ценции и устойчивостью к химическим денатуран-
там обладают те из них, в которых присутствуют од-
новременно два ключевых остатка цистеина: кон-
сервативный для бактериальных фитохромов Cys15 в
N-концевом участке PAS-домена (CysPAS) и Cys256,
введенный в GAF-домен в положение, эквивалент-
ное сайту связывания хромофора фоторецепторов рас-
тений и цианобактерий (CysGAF) (Stepanenko et al.,
2022). Как было показано, CysGAF, наряду с CysPAS

может выступать сайтом ковалентного связывания BV
в NIR-FP (Shcherbakova et al., 2015; Stepanenko et al.,
2016).

При кристаллографическом исследовании струк-
туры мономерного белка miRFP670, который содер-
жит два ключевых остатка цистеина, было выявлено
ковалентное присоединение BV одновременно к
этим двум остаткам (Baloban et al., 2017). Предпола-
гают, что именно это и является причиной наиболь-
шего квантового выхода флуоресценции и увеличе-
ния стабильности структуры (Stepanenko et al., 2017a)
BV-содержащих NIR-FP с двумя ключевыми остат-
ками цистеина по сравнению с остальными BV-со-
держащими NIR-FP. Эти предположения нашли
подтверждение при анализе спектральных свойств
биомаркера iRFP682 (Buhrke et al., 2019) и в наших не-
давних исследованиях спектральных свойств целого
ряда NIR-FP, в которых BV связан одновременно с
CysPAS и CysGAF (CysGAF-BV-CysPAS) (Stepanenko et al.,
2022). Использование специальной методики для
обогащения препаратов NIR-FP молекулами белка,
содержащими хромофор CysGAF-BV-CysPAS, позво-
лило нам надежно определить спектральные харак-
теристики этого вида молекул NIR-FP. Тем не ме-
нее, связывание BV одновременно с двумя цистеи-
новыми остатками NI FP до сих пор не было
подтверждено наиболее прямым методом масс-
спектроскопии.

Мы предположили, что ковалентное присоедине-
ние BV одновременно к двум ключевым остаткам
цистеина в NIR-FP может делать их малочувстви-
тельными к действию протеолитических ферментов.
На примере iRFP670 мы провели анализ устойчиво-
сти NIR-FP с двумя ключевыми остатками цистеина
к действию протеолитических ферментов. Эти ис-
следования позволили нам установить причины не-

эффективности метода масс-спектроскопии в отно-
шении NIR-FP, в которых BV одновременно присо-
единен ковалентно к двум остаткам цистеина. Нами
выявлены структурные элементы, определяющие
высокую устойчивость этих NIR-FP к протеолити-
ческому расщеплению.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДИКА

Материалы. Гидрохлорид гуанидина (GdnHCl),
компоненты буферных растворов и трипсин из под-
желудочной железы быка производства Sigma
(США) использованы без дополнительной очистки.
Химотрипсин и сурфактант ProteaseMAX™ (усилитель
трипсина) были приобретены у Promega (США).

Выделение и очистка белков. Ген целевого белка
iRFP670 с полигистидиновой меткой на N-конце
клонирован в вектор pBAD/His-B (Invitrogen, США)
по сайтам BglII и EcoRI, которым трансформирова-
ли штамм бактерий Escherichia сoli LMG 194. Белок
iRFP670 получен и очищен, как описано ранее (Ste-
panenko et al., 2016, 2019). Белок iRFP670 в апо- (т.е.
в отсутствие хромофора) и холоформе (т.е. в ком-
плексе с BV) получен при экпрессии только гена це-
левого белка и совместно с геном гемоксигеназы
(НО) с вектора pWA23h-HO соответственно. Фер-
мент HO обеспечивает синтез BV. Для экспрессии
биомаркеров в апоформе использовали среду RM
(состав (мМ): 48 Na2HPO4, 22 KH2PO4, 19 NH4Cl,
8.5 NaCl, 2% казаминовых кислот, 1 MgCl2 и 1 тиа-
мина), содержащую ампицилин. В состав культу-
ральной среды для экспрессии целевого белка в хо-
лоформе входили ампицилин и канамицин. Для ин-
дукции экспрессии генов, кодирующих iRFP670 и
НО, использовали арабинозу и рамнозу соответ-
ственно. Клеточный лизат очищали с помощью
афинной хроматографии на колонках His-GraviTrap
(GE Healthcare, Швеция) и ион-обменной хромато-
графии на колонке MonoQ (GE HealthCare, Шве-
ция). Чистоту полученных препаратов белка контро-
лировали электрофоретически (Laemmli, 1970).

Биохимические измерения. Ковалентное связыва-
ние BV с iRFP670 анализировали по цинк-индуци-
рованной флуоресценции BV и путем окрашивания
кумасси синим образцов белка, разделенных с помо-
щью SDS-PAGE-электрофореза (Berkelman, Lagarias,
1986). Содержание NIR-FP с ковалентно присоеди-
ненным BV оценивали с помощью программы для об-
работки изображений ImageJ по общей интенсивно-
сти полос, визуализируемых при окрашивании ку-
масси синим.

Образцы, обработанные протеазой, анализирова-
ли с помощью электрофореза в полиакриламидном
геле Tricine-SDS (16/6%), используемого для разде-
ления пептидов в широком диапазоне молекуляр-
ных масс (Schagger, 2006). В качестве маркеров ис-
пользовали пептиды с известной молекулярной мас-
сой до 40 кДа. Образцы белка инкубировали с
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протеазой в соотношении 20 : 1 в течение ночи при
37°С для трипсина и 50°С для химотрипсина (опти-
мальная температура для активности фермента). Не-
которые образцы предварительно инкубировали с
мочевиной в концентрации 5 М при 50°С в течение
30 мин перед добавлением протеазы. В качестве аль-
тернативы образцы предварительно инкубировали с
0.2, 0.1 и 0.025% препарата ProteaseMAX™ при 37°C в
течение 7 ч без мочевины или с добавлением 2 M мо-
чевины. Подготовленные таким образом образцы
смешивали с протеазами в соотношении 20 : 1 и ин-
кубировали в течение ночи при 4, 20, 37 или 50°С.

Анализ пространственной структуры белка. Для
анализа расположения сайтов протеолитического
расщепления в iRFP670 использовали рентгено-
структурные данные PAS-GAF-доменов бактери-
ального фитохрома RpBphP2 (файл 4E04.ent (Bellini,
Papiz, 2012)), депонированные в базе данных PDB
(Dutta et al., 2008).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Мономерные (Baloban et al., 2017) и димерные

(Stepanenko et al., 2022) NIR-FP с двумя ключевыми
цистеиновыми остатками в доменах PAS и GAF со-
держат в своем составе две формы хромофора при-
мерно в эквимолярном соотношении: BV, ковалент-
но связанный через атом С32 с CysGAF и BV, одновре-
менно связанный ковалентно через атом С31 с
CysGAF и через атом С32 с CysPAS (CysGAF-BV-CysPAS).
Показанная нами ранее возможность получения
NIR-FP с увеличенным содержанием хромофора
CysGAF-BV-CysPAS с использованием метода селек-
тивной денатурации мономеров с CysGAF-BV в соста-
ве исходных NIR-FP указывает на то, что скрепле-

ние доменов PAS и GAF через одновременное свя-
зывание цистеиновых остатков в них с хромофором
стабилизирует структуру NI-FP. На стабильность
биомаркера в клетке помимо стабильности его
структуры будет влиять его устойчивость к действию
протеолитических ферментов. Поэтому мы проана-
лизировали влияние протеаз, трипсина и химотрип-
сина, на структуру NIR-FP, содержащих оба ключе-
вых цистеиновых остатка в доменах PAS и GAF, на
примере белка iRFP670.

Устойчивость iRFP670 в холоформе к протеолизу.
Белок iRFP670 имеет 33 и 22 сайта расщепления
трипсином и химотрипсином соответственно
(рис. 1). Белок после воздействия протеаз анализи-
ровали с использованием метода Tricine-SDS-элек-
трофореза в полиакриламидном геле, позволяющего
разделить пептиды в широком диапазоне молеку-
лярных масс (Schagger, 2006). При расчете размеров
пептидов, полученных при расщеплении iRFP670
протеазами, мы учитывали присутствие двух видов
хромофоров в мономерах этого белка – CysGAF-BV и
CysGAF-BV-CysPAS (табл. 1). Следует отметить, что
пригодные для анализа методом масс-спектромет-
рии пептиды, учитывая ограничения метода (мелкие
пептиды лучше выявляются), можно ожидать при
полном расщеплении iRFP670 трипсином (пептиды
2.79, 1.88 и 0.91 кДа, содержащие ключевые цистеи-
новые остатки; см. табл. 1). Однако анализ образцов
iRFP670, обработанных как трипсином, так и химот-
рипсином, не позволил выявить методом масс-спек-
трометрии искомые пептиды (данные не представ-
лены).

Мы обнаружили, что электрофореграммы iR-
FP670 в холоформе после обработки протеазами со-
держали только полосы, соответствующие целевому

Таблица 1. Молекулярная масса пептидов, полученных при полном расщеплении iRFP670 в холоформе и апоформе
химотрипсином (расщепление по остаткам F, Y и W) и трипсином (расщепление по остаткам K и R)

(а) – BV, ковалентно связанный с двумя цистеинами – CysPAS в пептиде A и CysGAF в пептиде Б (A-BV-Б); (б) – пептид А содержит
CysPAS (A); (в) пептид Б содержит CysGAF, к которому ковалентно пришит BV в белке в холоформе (Б-BV); (г) – пептид Б содержит
CysGAF (Б); (д) – пептид Б, образующийся, если полипептидная цепь не расщепляется по сайтам Y213, F247. Нумерация соответству-
ет выравниванию последовательностей iRFP670 относительно RpBphP2 (4E04 file в базе данных PDB (Bellini, Papiz, 2012)); (*) – со-
ответствующие пептиды содержат ковалентно присоединенный BV и могут быть идентифицированы по Zn-индуцированной флуо-
ресценции.

Протеаза Мол. масса пептида, кДа

iRFP670 в холоформе
Химотрипсин 7.13а, * (A-BV-Б); 5.04б (A); 4.34; 3.48; 2.69; 2.26; 2.09в, * (Б-BV); 2.08; 1.80; 1.74; 

1.58; 1.46; 1.12; 1.02; 0.96; 0.82; 0.79; 0.62; 0.6; 0.35; 0.32; 0.26; 0.17
Трипсин 3.31; 2.79 а, * (A-BV-Б); 2.49; 2.40; 2.38; 2.33; 2.12; 1.99; 1.88 в, * (Б-BV); 1.40; 

1.25; 1.18; 1.03; 0.99; 0.96; 0.91б (A); 0.91; 0.77; 0.68; 0.66; 0.65; 0.62; 0.60; 0.52; 
0.50; 0.47; 0.39; 0.38; 0.37; 0.25; 0.17; 0.15

iRFP670 в апоформе
Химотрипсин, полное расщепление 5.04б (A); 4.34; 3.48; 2.69; 2.26; 2.08; 1.80; 1.74; 1.58; 1.51г (Б); 1.46; 1.12; 1.02; 

0.96; 0.82; 0.79; 0.62; 0.6; 0.35; 0.32; 0.26; 0.17
Химотрипсин, частичное расщепление 6.41 или 4.97д
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нерасщепленному белку (рис. 2). Предварительная
инкубация биомаркера в денатурирующих условиях
(5 М мочевины) для дестабилизации его структуры
(Proctor, Cunningham, 1988; Mine et al., 2004) не способ-
ствовала расщеплению белка протеазами (рис. 2). Это
свидетельствует о высокой устойчивости iRFP670 в
холоформе к действию протеаз.

Условия для расщепления iRFP670. Нам удалось
подобрать условия, при которых наблюдается лишь
частичный гидролиз iRFP670. Мы обнаружили, что
частичное расщепление iRFP670 происходит при его
обработке химотрипсином, но не трипсином, в при-
сутствии агента ProteaseMAX™ Surfactant (Trypsin
Enhancer) (Shin et al., 2009; Diaz-Gonzalez et al., 2015;
Krey et al., 2015) (рис. 2). Считается, что этот препа-
рат увеличивает эффективность ряда протеолитиче-
ских ферментов за счет дестабилизации структуры
анализируемых белков и увеличения их растворимо-
сти (Diaz-Gonzalez et al., 2015). В растворе iRFP670,
расщепленного химотрипсином, присутствуют в ос-
новном пептиды с молекулярной массой около 14–
15 кДа и выше (рис. 3). Эти пептиды содержат в сво-
ем составе ковалентно присоединенный хромофор,

о чем свидетельствует Zn-индуцированная флуорес-
ценция соответствующих им электрофоретических
полос (рис. 3). Также можно предполагать, что в ана-
лизируемом растворе присутствуют следовые коли-
чества пептидов с молекулярной массой около 12 и
7–10 кДа с ковалентно присоединенным хромофо-
ром в их составе (рис. 3).

Основываясь на кристаллографических данных о
структуре фитохромов, мы провели анализ располо-
жения сайтов расщепления химотрипсином в iR-
FP670, чтобы понять причины его частичного про-
теолиза (табл. 2, рис. 4). Мы обнаружили, что часть
потенциальных сайтов расщепления химотрипси-
ном в последовательности белка может быть стери-
чески недоступна для действия протеазы. Так, недо-
ступность сайта расщепления Y213 может быть свя-
зана с его расположением вблизи от одного из
пересечений полипептидной цепи белка, формиру-
ющей узел (рис. 4).

Сайт расщепления F247 находится вблизи друго-
го пересечения полипептидной цепи в петле, через
которую протягивается N-концевой сегмент белка
(рис. 4). Следует заметить, что эти два сайта расщеп-

Рис. 1. Выравнивание аминокислотной последовательности iRFP670 относительно последовательности RpBphP2-PAS-GAF
дикого типа. Пурпурным цветом выделены консервативные остатки Cys (С) в домене PAS (Cys15) и уникальный остаток Cys
в домене GAF белка iRFP670 (Cys256). Аминокислоты Phe, Tyr и Trp, предшествующие расщепляемой химотрипсином амид-
ной связи, и Lys и Arg, предшествующие расщепляемой трипсином амидной связи, выделены красным и зеленым соответ-
ственно.

RpBphP2(4E04) MTEGSVARQP  DLSTCDDEPI  HIPGAIQPHG  LLLALAADMT  IV-AGSDNLP  ELTGLAIGAL 
iRFP670 MARK-----V  DLTSCDREPI  HIPGSIQPCG  CLLACDAQAV  RITRITENAG  AFFGRETPRV 

----------  ----------  ----------  ----------  ----------  ---------- 
PAS 

70                    80                   90                100             110                   120 

RpBphP2(4E04) IGRSAADVFD  SETHNRLTIA  LAEPGAAVGA  PIAVGFTMPD  GERAFNGSWH  RHDQLVFLEL  
 GELLADYFGE  TEAHALRNAL  AQSSDPKRPA  LIFGWRDGLT  GRTFD-ISLH  RHDGTSIIEF 

----------  ----------  ----------  ----------  ----------  ---------- 
PAS 

130                   140                  150                   160                  170                   180 

RpBphP2(4E04) EPPQRDVRYP  QAFFRSVRSA  IRRLQAAETL  ESACAAAAQE  VREITGFDRV  MIYRFASDFS  
iRFP670 EPAAAEQADN  PL--RLTRQI  IARTKELKSL  EEMAARVPRY  LQAMLGYHRV  MLYRFADDGS  

-------–-–  ––––------  ----------  ----------  ----------  ----------  
PAS    GAF 

190                   200                  210                   220                  230                   240   

RpBphP2(4E04) GEVIAEDRCA  EVESYLGLHF  PASDIPAQAR  RLYTINPVRI  IPDINYRPVP  VTPDLNPRTG 
iRFP670 GMVIGEAKRS  DLESFLGQHF  PASLVPQQAR  LLYLKNAIRV  VSDSRGISSR  IVPEHDAS-G 

 
GAF 

250                   260                   270                  280                   290                  300  

RpBphP2(4E04) RPIDLSFAIL  RSVSPVHLEY  MRNIGMHGTM  SISILRGERL  WGLIACHHRK  PNYVDLEVRQ 
 AALDLSFAHL  RSISPCHLEF  LRNMGVSASM  SLSIIIDGTL  WGLIICHHYE  PRAVPMAQRV 

 
GAF 

310                  320 

RpBphP2(4E04) ACELVAQVLA  WQIGVMEEQA 
iRFP670 AAEMFADFLS  LHFTAAHHQR 

 
GAF 

iRFP670

10                     20                   30                40 50                   601

iRFP670
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ления находятся с N-конца от ключевого остатка
CysGAF. Расчет показывает, что если гидролиз по сай-
там Y213 и F247 не происходит, то в анализируемом
растворе iRFP670 после его обработки химотрипси-
ном должны присутствовать пептиды с ковалентно
присоединенным хромофором с молекулярной мас-
сой 6.99 (пептид Б с ковалентно присоединенным хро-
мофором: Б-BV) и 12.04 кДа (пептид А и пептид Б, свя-
занные через ковалентно присоединенный хромо-
фор: Б-BV-А) (табл. 2). Доступ протеазы к сайту
расщепления F260, расположенному с C-конца от
CysGAF, может быть ограничен из-за ковалентного

связывания BV в биомаркере (рис. 4), что приведет к
появлению в анализируемом растворе пептидов с
ковалентно присоединенным хромофором разме-
ром 9.24 (пептид Б-BV) и 14.28 кДа (пептид Б-BV-А)
(табл. 2).

Еще один сайт расщепления W281 с C-конца от
CysGAF находится глубоко внутри глобулы белка в
домене GAF (рис. 4). В случае отсутствия гидролиза
полипептидной цепи iRFP670 по всем перечислен-
ным сайтам, включая Y213, F247, F260 и W281, раз-
мер ожидаемых фрагментов белка составит 10.18 кДа
(пептид Б-BV) и 15.22 кДа (пептид Б-BV-А) (табл. 2).

Рис. 2. Расщепление iRFP670 в холоформе в разных условиях. Tricine-SDS-электрофорез образцов белка с последующим
окрашиванием кумасси синим. Проверены следующие условия: гель 1 (дорожки 1 и 2) – расщепление белка химотрипсином
при 50°C без и с предварительной инкубацией образцов в присутствии 5 М мочевины; дорожка 3 – расщепление белка трип-
сином при 37°C. Гель 2 (дорожки 1, 2 и 3 – расщепление белка химотрипсином при 50°С с предварительной инкубацией об-
разцов в присутствии 2 М мочевины и сурфактанта ProteaseMAX™ в концентрациях 0.2, 0.1, и 0.025%; дорожки 4, 5 и 6 – рас-
щепление белка химотрипсином при 50°С с предварительной инкубацией образцов в присутствии сурфактанта Protease-
MAX™ в концентрациях 0.2, 0.1, и 0.025%. Гель 3 (дорожки 1, 2 и 3) – расщепление белка трипсином при 37°С с
предварительной инкубацией образцов в присутствии 2 М мочевины и сурфактанта ProteaseMAX™ в концентрациях 0.2, 0.1
и 0.025%; дорожки 4, 5, и 6 – расщепление белка трипсином в 37°С с предварительной инкубацией образцов в присутствии
сурфактанта ProteaseMAX™ в концентрациях 0.2, 0.1 и 0.025%. Гель 4 (дорожки 1, 2 и 3) – расщепление белка химотрипсином
при 4, 37 и 50°C с предварительной инкубацией образцов в присутствии 0.2% сурфактанта. M – маркерные пептиды, К – кон-
трольные образцы исходного белка. Активность протеаз (Eакт) подтверждается их саморасщеплением при оптимальной тем-
пературе. Растворы протеаз, активность которых блокировали (добавлением ингибитора PMSF в концентрации 1 мМ при
4°C) содержат только пептиды с мол. массой около 14 и 10 кДа для химотрипсина и 23.3 кДа для трипсина, что соответствует
интактным субъединицам фермента (Eинт).

Гель 1: Только протеаза Гель 2: сурфактант + химотрипсин

Гель 3: сурфактант + трипсин Гель 4: разные температуры

кДа

40

25

15

10

4.6

M 1 2 3 M 1 2 3K EактEинт 4 5 6

M 1 2 3KEактEинт 4 5 6 M 1 2 3EактEинт
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Следует заметить, что при расщеплении мономеров
iRFP670, содержащих хромофор CysGAF-BV, должен
образовываться пептид с ключевым остатком CysPAS

который не несет ковалентно присоединенного хро-

мофора, его молекулярная масса составляет порядка
5.04 кДа (табл. 1).

Основываясь на проведенном структурном ана-
лизе, присутствие на электрофореграмме iRFP670

Рис. 3. Расщепление белка iRFP670 в холоформе (две панели слева) и апоформе (правая панель) химотрипсином. Tricine-
SDS-электрофорез образцов белка с последующим окрашиванием кумасси синим и регистрацией цинк-индуцированной
флуоресценции (Zn). В лунки загружали следующие образцы: М – маркерные пептиды, К – контрольные образцы исходного
белка, дорожки 1 и 2 – образцы iRFP670, расщепленные при 4 и 20°С. Между панелями указаны ожидаемые размеры обна-
руженных пептидов и характер связывания с ними биливердина (BV) (см. также табл. 2).

iRFP670 в холоформе iRFP670 в апоформе

Кумасси синий Zn

M MK 1 2 K 1 2 K 1 2

40

25

15

10

4.6

A-BV-Б
15.22/14.28

12.04

BV-Б
10.18
9.24
6.99

5.04

6.41
5.04
4.97
4.34

Таблица 2. Расчетный размер BV-содержащих пептидов, полученных при частичном и полном расщеплении iRFP670
в холоформе химотрипсином (расщепление по остаткам F, Y и W)

(а) – пептид A содержит CysPAS (размер 5.04 кДа, последовательность: MARKVDLTSCysPASDREPIHIPGSIQPCGCLLACDAQAVR-
ITRITENAGAF52). Пептид Б содержит CysGAF; (б) – сайты расщепления, пропущенные протеазой, выделены жирным шрифтом;
(в) – нумерация соответствует выравниванию последовательности iRFP670 относительно RpBphP2 (файл 4E04 в базе данных PDB
(Bellini, Papiz, 2012)); (*) – часть потенциальных сайтов расщепления химотрипсином в последовательности белка может быть сте-
рически недоступна для действия протеазы, что приводит к формированию пептида Б разной молекулярной массы, в то время как
молекулярная масса пептида А не изменяется.

Мол. масса петида
с BV, кДа Последовательность пептида Б* при полном расщеплении, или в случае, когда некоторые сайты 

расщепления пропускаются протеазой
А-BV-Ба BV-Б

Частичное расщеплениеб

12.04 6.99 PASLVPQQARLLY213LKNAIRVVSDSRGISSRIVPEHDASGAALDLSF247AHLRSISPCysGAFHLEF260в

14.28 9.24
PASLVPQQARLLY213LKNAIRVVSDSRGISSRIVPEHDASGAALDLSF247AHLRSISPCysGAFHLEF260LR
NMGVSASMSLSIIIDGTLW281

15.22 10.18
PASLVPQQARLLY213LKNAIRVVSDSRGISSRIVPEHDASGAALDLSF247AHLRSISPCysGAFHLEF260LR
NMGVSASMSLSIIIDGTLW281GLIICHHY289

Полное расщепление

7.13 2.09 AHLRSISPCysGAFHLEF260
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после его обработки химотрипсином интенсивных
Zn-позитивных полос, соответствующих пептидам с
размером 14–15 кДа, и едва выраженных Zn-пози-
тивных полос, соответствующих пептидам с разме-
ром 12 и 7–10 кДа, а также Zn-негативной полосы,
соответствующей пептиду размером 5 кДа, можно
интерпретировать в пользу практически полного
ингибирования расщепления мономерного белка с
хромофором CysGAF-BV-CysPAS, но не мономера с
CysGAF-BV, расщепление которого, по всей видимо-
сти, идет до конца (рис. 3). Полученные нами дан-
ные хорошо согласуются с данными из литературы о
наличии в димерных и мономерных NIR-FP с двумя
ключевыми остатками цистеина двух видов хромо-
фора (Baloban et al., 2017; Stepanenko et al., 2017b).
Большой размер хромофор-содержащих пептидов,
полученных при расщеплении iRFP670 химотрип-
сином, также хорошо укладывается в предположе-
ние о возможности одновременного ковалентного
присоединения BV к остаткам цистеина в обоих до-
менах в NIR-FP.

Анализ влияния химотрипсина на структуру апо-
белка iRFP670 (не связанного с хромофором) в при-
сутствии ProteaseMAX™ Surfactant показал, что в
растворе белка после такого воздействия присут-
ствуют короткие пептиды, размером между 4.6 и
10 кДа (рис. 3). Согласно анализу аминокислотной
последовательности iRFP670 в этот диапазон попа-
дает только пептид А с молекулярной массой 5.04

кДа (табл. 1). При полном гидролизе протеазой всей
остальной полипептидной цепи белка образуются
пептиды молекулярной массы не более 4.34 кДа
(табл. 1). В случае неполного гидролиза апобелка iR-
FP670 из-за недоступности сайтов расщепления
Y213 и F247, или только F247, находящихся у пересе-
кающихся участков полипептидной цепи в составе
узла, могут формироваться пептиды молекулярной
массы 6.41 и 4.97 кДа (варианты пептида Б) соответ-
ственно (табл. 1). Такая ситуация, вероятно, и реа-
лизуется в нашем случае (рис. 3).

Подводя итоги, заметим, что частичный гидролиз
iRFP670 может быть достигнут только с помощью
химотрипсина, действие которого усиливается по-
верхностно-активным веществом ProteaseMAX™
(Trypsin Enhancer). Следует отметить, что и в этом
случае эффективность расщепления белка низка,
так что концентрация и размер образующихся пеп-
тидов не позволяют обнаружить их масс-спектро-
метрическим методом. Мы считаем это важным ре-
зультатом, показывающим, что NIR-FP, содержа-
щие хромофор в форме CysGAF-BV-CysPAS, слабо
чувствительны к исследуемым протеазам.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные данные указывают на возможную

функцию узла в составе полипептидной цепи хромо-
фор-связывающего домена фитохромов, заключаю-

Рис. 4. Расположение сайтов протеолитического расщепления в структуре iRFP670, потенциально недоступных для химот-
рипсина. а – Пространственная структура белка. б – Схематическое изображение структуры белка показывает топологию уз-
ла. Рисунок создан на основе рентгеноструктурных данных доменов PAS и GAF белка RpBphP2 из Rhodopseudomonas palustris
(PDB: файл 4e04 (Bellini, Papiz, 2012)) с помощью графических программных пакетов VMD (Visual Molecular Dynamics) (Hsin
et al., 2008), Raster3D (Merritt, Bacon, 1997) и ICM Pro (Abagyan et al., 1994). Показаны сайты расщепления химотрипсином
Y213, F247, F260, и W281 (в виде Ван-дер-Ваальсовых сфер показаны атомы СА соответствующих остатков). Изображен свя-
занный биливердин (BV).

а б

F247

Y213

C256

C15 F260
W281

F247

Y213

C256
C15

F260

W281

BV BV
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щуюся в повышении устойчивости этих белков про-
тив протеолитической деградации. В совокупности
со стабилизирующим действием узла, одновремен-
ное ковалентное связывание BV с обоими доменами
NIR-биомаркеров с двумя ключевыми остатками
цистеина может вносить вклад в устойчивость этих
белков к действию различных, в том числе клеточ-
ных, протеаз.
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Double Covalence Bonding of Biliverdin in Near-Infrared Fluorescent Protein Prevents Their 
Proteolitic Degradation
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In the present work, we analyze how the double covalent binding of biliverdin ligand (BV) in the near-infrared f lu-
orescent protein iRFP670, containing two key cysteine residues, affects the stability of this biomarker to proteolytic
degradation. It has been previously found that the covalent attachment of BV simultaneously with two cysteine res-
idues is the cause of the highest f luorescence quantum yield of BV-containing near-infrared f luorescent proteins
(NIR FPs) with two key cysteine residues compared to other BV-containing NIR FPs. Our data indicate that the
covalent binding of BV in NIR-FP with two key cysteine residues simultaneously with two regions of the polypeptide
chain, which, in addition, forms a figure-of-eight knot, leads to screening of many cleavage sites by the proteolytic
enzymes trypsin and chymotrypsin in them.As a result, the covalent binding of BV in NIR FPs simultaneously with
two cysteine residues not only stabilizes their structure, but their resistance to proteolytic degradation can also in-
crease, which determines the cellular stability of biomarkers and is important for their use as f luorescent tag in the
cell.

Keywords: bacterial phytochromes, near-infrared f luorescent proteins, double covalent biliverdin binding


