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РЕЦЕПТОРЫ И ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ СИГНАЛИЗАЦИЯ 2023 г.
ИТОГИ КОНФЕРЕНЦИИ

DOI: 10.31857/S0233475523050146, EDN: VQLFTY

22–26 мая 2023 г. в Пущино на базе Института
биофизики клетки Российской академии наук
Федерального исследовательского центра ПНЦБИ
РАН проходила 12-я Международная конференция
“Рецепторы и внутриклеточная сигнализация”.
Подробно программу и материалы конференции
можно найти на сайте http://www.cellsignal.ucoz.org/.

В работе конференции приняли участие 152 че-
ловека, которые представляли 32 организации из
16 городов и 5 стран, включая Россию, Беларусь,
Казахстан, Узбекистан и Великобританию. На
конференции был представлен 71 устный доклад
(из них 5 пленарных) и 65 постерных сообщений.

Программа конференции традиционно вклю-
чала такие проблематики, как кальциевая сигна-
лизация и сигнализация с участием ионотропных
рецепторов в синапсе; особенности сигнализа-
ции в мышечных клетках и нейронах, в стволовых
и опухолевых клетках; трансдукция в сенсорных
клетках, сигнализация при апоптозе, в условиях
стресса и при повреждении митохондрий; актив-
ные формы кислорода и редокс-системы в пере-
даче сигналов; механизмы межклеточных комму-
никаций; фармакологические мишени в системе
внутриклеточной сигнализации; новые клеточные
модели различных заболеваний и методы коррек-
ции патологических состояний.

На конференции были представлены доклады
ведущих ученых, посвященные как фундамен-
тальным механизмам функционирования клеток
при различных патологиях, так и последним до-
стижениям биотехнологии, фармакологии и экс-
периментальной медицины. Большой интерес
вызвали доклады: В.П. Зинченко об участии каль-
ций-проводящих АМРА-рецепторов в регуляции
гипервозбуждения нейронов мозга; О.А. Рогачев-
ской о механизме секреции АТР во вкусовой поч-
ке; И.В. Миндукшева об участии тромбоцитов в
системе свертывания крови; В.И. Чечехина о чув-
ствительности клеток к норадреналину при раз-
витии артериальной гипертензии, ассоциирован-
ной с ожирением; Б.С. Шенкмана о сигнальных
процессах в мышцах при переходе от активности
к бездействию; Н.В. Белослудцевой об участии ме-
гаканала VDAC1 в развитии митохондриальной
дисфункции при гипергликемии; Н.В. Гончарова
об ингибиторах эстераз в токсикологии и фарма-
кологии; Е.Н. Кислухина об использовании широ-
копольной оптической нейровизуализации для

прижизненной регистрации фокальной ишемии;
Д.Н. Силачева о перспективе использования вне-
клеточных везикул для диагностики и лечения за-
болеваний; Е.Ю. Плотникова о новой модели фо-
кальной ишемии почки. В конкурсе постерных
докладов молодых ученых первое место заняла
работа О.А. Стельмащук “Фармакологическая ак-
тивация транскрипционного фактора Nrf2 в аст-
роцитах”.

На конференции широко обсуждались моле-
кулярные механизмы управления функциональ-
ной активностью клеток в норме и при различных
патологиях. В частности, представлены данные о
новых рецептор-зависимых механизмах регуля-
ции активности тромбоцитов. Традиционно мно-
го работ было посвящено исследованиям сигна-
лизации в клетках мозга, сердца и почек при апо-
птозе в условиях стресса и ишемии. Приведены
данные о механизмах повреждения и защиты кле-
ток от гибели. Конференция показала возросший
вклад молодых ученых в исследования патологи-
ческих процессов в различных тканях при ише-
мии, гипертензии, гипергликемии, токсикологии
и тромбообразовании. По-прежнему актуальны
проблемы контроля гипервозбуждения и тормо-
жения в нейрональной сети, нейроглиальные вза-
имодействия в мозге и механизмы активации за-
щитных эндогенных сигнальных путей нейронов
мозга при нейродегенерации.

Конференция показала, что механизмы управ-
ления функциональной активностью клеток и се-
годня находятся в центре внимания исследовате-
лей, работающих в разных областях биологии и
медицины. Большинство работ, представленных
на конференции, были поддержаны Российским
научным фондом. Существенная поддержка в про-
ведении конференции была оказана такими из-
вестными фирмами, работающими на рынке на-
учного оборудования и реактивов, как БиоПик,
ДИА-М, ХИММЕД, представители которых ор-
ганизовали выставку оборудования и выступили
с рекламными докладами.

Избранные материалы конференции публику-
ются в виде статей в специальном выпуске журна-
ла “Биологические мембраны”, который и пред-
ставляется вашему вниманию.

Председатель Оргкомитета конференции
В. П. Зинченко
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Нейродегенерация – сложный прогрессирующий патологический процесс, ведущий к гибели ней-
ронов, который индуцируется различными внешними и внутренними факторами. Нейродегенера-
тивные заболевания, травмы центральной и периферической нервной системы, психические рас-
стройства и ряд других патологических состояний, сопровождаются функционально-структурной
деградацией нейронов и их гибелью и являются серьезной проблемой мировой системы здраво-
охранения, от которой ежегодно становятся инвалидами либо умирают миллионы людей на всей
планете. Ситуация осложняется отсутствием селективных клинически эффективных нейропротек-
торных препаратов. Было показано, что оксид азота (NO) и сероводород (H2S) активно участвуют в
нейродегенерации и клеточной гибели нейронов и глии, однако их роль до конца неясна. В насто-
ящем обзоре рассмотрены NO- и H2S-зависимые сигнальные механизмы, лежащие в основе пато-
генеза нейродегенеративных процессов. Рассмотрены перспективы дальнейших исследований роли
NO и H2S в нервной ткани в условиях патологических состояний, связанных с нейродегенерацией.

Ключевые слова: оксид азота, сероводород, нейродегенерация, нейрон, глиальные клетки, окисли-
тельный стресс, апоптоз, аутофагия, аксотомия
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ПРОБЛЕМА НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 
ПРОЦЕССОВ

Нейродегенерация – сложный прогрессирую-
щий патологический процесс, заключающийся в
функционально-структурной деградации нерв-
ных клеток, который развивается в результате
различных факторов, например, травматического
повреждения нервной ткани, ряда инфекцион-
ных заболеваний, неблагоприятного воздействия
окружающей среды, психических и нейродегене-
ративных заболеваний и т.д. Стоит отметить, что
термин “нейродегенеративные заболевания” яв-
ляется лишь частью общего понятия нейродеге-
нерация [1, 2]. Например, при нейротравмах на-
блюдается деградация нейронов и окружающих
глиальных клеток [3–5]. Ряд психических патоло-
гий характеризуется атрофическими изменения-
ми коры больших полушарий [2, 6].

Многие работы повествуют о роли таких газо-
трансмиттеров, как оксид азота (NO) и сероводо-
род (H2S), в этиологии и патогенезе различных
нейродегенеративных процессов. Однако их уча-
стие часто носит противоречивый характер и до
конца не изучено, что делает данную область ис-

следования особенно актуальной и перспектив-
ной. Особый интерес представляет NO- и H2S-за-
висимые сигнальные механизмы регуляции про-
цессов деградации аксонов, дендритов, синапсов,
нарушения фолдинга белков и митохондриаль-
ной дисфункции в нейронах [7–15]. Эти нейропа-
тологические процессы часто приводят к актива-
ции программируемой клеточной гибели по типу
апоптоза, аутофагии, ферроптоза и пироптоза, в
которых также участвуют представленные выше
газотрансмиттеры [16–23]. Новые результаты
позволят лучше понять молекулярно-клеточные
механизмы, реализуемые NO и H2S, лежащие в
основе выживания и гибели нейронов и глии при
различных факторах, индуцирующих нейродеге-
нерацию, а также будут способствовать разработ-
ке газотрансмиттер-ассоциированных нейропро-
текторных препаратов нового поколения и более
совершенных стратегий терапевтического лечения.

В связи с этим целью настоящего обзора яв-
ляется анализ современных источников, указы-
вающих на основную роль NO и H2S в молекуляр-
но-клеточных событиях при нейродегенерации и
клеточной гибели нейронов и окружающих гли-
альных клеток при этом патологическом процес-
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се. Опираясь в том числе и на результаты, кото-
рые были получены нашим научным коллекти-
вом, мы постараемся наиболее полно и детально
представить многогранную роль данных газо-
трансмиттеров в общем аспекте этого патологи-
ческого процесса, и в частности, при травмах
периферической нервной системы. Также мы за-
тронем вопросы, касающиеся применения доноров
NO и H2S и ингибиторов ферментов, ответствен-
ных за их синтез, в качестве нейропротекторов.

ГАЗОТРАНСМИТТЕРЫ: ОКСИД  АЗОТА 
И СЕРОВОДОРОД

Газотрансмиттеры – сигнальные молекулы га-
зов, синтезирующиеся эндогенно и выполняю-
щие в организме множество функций в норме и
при патологических состояниях. Данный класс
сигнальных молекул является малыми молекула-
ми, которые легко проникают через биологиче-
ские мембраны и взаимодействуют с большим
количеством вне- и внутриклеточных мишеней.
Особый интерес представляют газотрансмиттеры
NO и H2S, которые принимают активное участие
в разнообразных процессах в организме, включая
нейродегенеративные процессы, связанные с кле-
точной гибелью нейронов и глиальных клеток. Две

противоположности в окислительно-восстанови-
тельном потенциале: NO, обладающий свойства-
ми сильного окислителя, и H2S, мощный восста-
новитель, могут находиться в оппозиции по своим
биологическим эффектам и реализовать общие
молекулярно-клеточные сигнальные механизмы
[24]. Однако многие научные данные о роли NO и
H2S в нейродегенерации и клеточной гибели ней-
ронов и глиальных клеток носят довольно проти-
воречивый характер, хотя стоит отметить, что ча-
ша весов склоняется в сторону нейропротекции
относительно H2S, и наоборот, в сторону нейро-
дегенерации – относительно NO.

Оксид азота: биосинтез, 
депонирование, катаболизм

Эпоху газотрансмиттеров, как новых сигналь-
ных молекул, венчает NO, когда в 1986 году Р. Фар-
чготт установил, что фактором релаксации сосу-
дов является NO [25]. Однако этому открытию
предшествовало не менее значимое – в 1965 году
А.Ф. Ванин с помощью электронного парамаг-
нитного резонанса обнаружил неизвестный ради-
кал в дрожжевых клетках S. cerevisiae и пришел к
выводу, что он относиться к NO [24].

Рис. 1. Схема биосинтеза и катаболизма NO (с изменениями по Rodkin et al., 2023 [54]). NO образуется путем окисле-
ния O2 гуанидиновой группы аргинина NOS с образование цитруллина и NO – реакция монооксигеназного типа. Для
активации конститутивных NOS необходим Са2+. Для работы NOS нужны коферменты и простетические группы:
NADPH, FAD, FMN, ВН4 и гем. Выводятся NO и его метаболиты в основном через почки, также возможен путь через
легкие.
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Физиологическая внутриклеточная концен-
трация NO может колебаться в диапазоне 100 пМ –
5 мМ. Однако ранее эта величина устанавлива-
лась около 1 мкМ, что, вероятно, было связано с
несовершенством методов для его определения.
Стоит также отметить, что уровень NO во многом
определяется тканеспецифичностью и клеточной
специфичностью, в которой он синтезируется.
Даже в нервной ткани в зависимости от локализа-
ции разброс может быть довольно большим. При
нейропатологических процессах внутриклеточ-
ная концентрация NO может значительно изме-
няться [26].

NO ответственен за разнообразные биологи-
ческие эффекты, например, расслабление глад-
ких мышц сосудов, нейтрализацию патогенных
агентов, нейротрансмиссию, противоопухолевую
активность и др. Известны, многочисленные ти-
пы клеток, продуцирующие данный газотранс-
миттер. Биосинтез NO происходит под действием
ферментов NO-синтаз (NOS) путем окисления
гуанидиновой группы L-аргинина (α1). На сего-
дняшний день идентифицировано несколько изо-
форм NOS: нейрональная (nNOS/NOS1), эндоте-
лиальная (eNOS/NOS3), индуцибельная (iNOS/
NOS2) и митохондриальная (mtNOS/NOS4) [27, 28].
Структурно-функциональная организация mtNOS
пока нечетко идентифицирована [29]. Активация
nNOS и eNOS происходит по Са2+/CaM-зависи-
мому пути, также их пул постоянно присутствует
в клетке – они являются конститутивным типом
NOS. В отличие от них iNOS экспрессируется в
ответ на стресс-реакции в течение нескольких ча-
сов и активируется по Са2+-независимому меха-
низму. В активном состоянии NOS – гомодимер-
ный комплекс. Мономерная структура NOS со-
стоит из оксигеназного домена на N-конце и
редуктазного на С-конце полипептидной цепи
[27, 30].

NO способен образовывать стабильные соеди-
нения и депонироваться в клетках, а также транс-
портироваться внеклеточно на большие расстоя-
ния. S-нитрозотиолы (RSNO) и динитрозильные
комплексы железа (DNICs) являются основными
депо NO, которые могут влиять на многие про-
цессы в организме [31].

Функции оксида азота в нервной ткани

Нейроны, экспрессирующие NO, широко пред-
ставлены в центральной (ЦНС) и перифериче-
ской нервной системе (ПНС). Функции NO в
нервной ткани разнообразны: терморегуляция,
обоняние, ноцицепторная чувствительность,
координация, память, обучение, синаптическая
пластичность, нейротрансмиссия и т.д. [32]. При
этом в зависимости от локализации NOS в том
или ином отделе нервной системы различаются и

функции, выполняемые NO. Так, например, в коре
мозжечка NO контролирует функциональную ги-
перемию [33]. Данный газотрансмиттер контро-
лирует высвобождение норадреналина из голубо-
го пятна [34]. NO регулирует cGMP-зависимые
протеинкиназы, которые широко экспрессиру-
ются в нервной ткани, например, в таламусе [35].
Было показано, NO может регулировать дофа-
мин-стимулированную выработку циклического
аденозинмонофосфата (cAMP) через активацию
cGMP/PDE2A [36]. Недавние работы показали,
что NO широко представлен в афферентных
структурах головного мозга и участвует в бароре-
цепции, изменении кровяного давления, тонуса
сосудов. Показано, что NO ингибирует гипотала-
мо-гипофизарно-надпочечниковую систему [37].

Регуляция синаптической пластичности NO
может осуществляться через хорошо известный
сигнальный путь NO/GC/cGMP/протеинкиназа
G (PKG), в котором NO связывается с гемовым
Fe2+ гуанилатциклазы (GC) и приводит к ее акти-
вации. GC рассматривается, как классическая ми-
шень NO. В результате чего генерируется cGMP, за-
пускающий различные сигнальные механизмы.
Стоит отметить, классический сигнальный путь
NO в нервной системе заключается в связывании
глутамата с NMDA-рецепторами (NMDAR) пост-
синаптической мембраны, что приводит к акти-
вации nNOS и синтезу NO. В результате акти-
вируется сигнальный путь NO/GC/cGMP/PKG.
При этом PKG фосфорилирует Са2+-каналы на
пресинаптической мембране, замыкая глутамат/
NMDA-рецептор/NO-каскад, так как деполяри-
зация пресинаптической мембраны приводит к
высвобождению глутамата в межсинаптическое
пространство [38]. Кроме этого, NO может регу-
лировать экспрессию белков, связанных с синап-
тической пластичностью [39], включая механиз-
мы нитрозилирования [40]. NO влияет на транс-
порт AMPA-рецепторов (AMPAR), являющихся
ключевыми рецепторами синаптической переда-
чи [41].

NO участвует в процессах формирования па-
мяти и обучения. Указывается, что в этом процес-
се участвует NO, синтезируемый в латеральной
миндалине [42], префронтальной коре [43] и т.д.
В поведенческих экспериментах на улитке Helix
lucorum было показано, что NO участвует в рекон-
солидации памяти [44]. NO может связываться
гемовой группой HRI (heme-regulated eukaryotic
initiation factor eIF2α kinase) [45], участвующей в
процессах распознавания предметов [46].

Данный газотрансмиттер может модулировать
двигательное поведение, регулируя дофаминер-
гическую, серотонинергическую и холинергиче-
скую нейротрансмиссии в полосатом теле [47].
NO играет важную роль в развитии и функциони-
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ровании мозжечка, регулируя пластичность в си-
напсах нейронов Пуркинье [48].

В ПНС NO может контролировать высвобож-
дение медиаторов, работу ионных каналов, изме-
нять уровень вторичных посредников и влиять на
процессы экзо- и эндоцитоза синаптических ве-
зикул [37]. На периферии многие гладкомышечные
ткани иннервируются нитроэргическими нерва-
ми, в которых обнаруживается высокий уровень
nNOS [27, 37]. Предполагается, что синтезируе-
мый NO в этих нервах стимулирует NO-чувстви-
тельную GC в эффекторных клетках [38].

Нарушение NO-зависимых сигнальных путей
лежит в основе патогенеза многих нейродегене-
ративных заболеваний, психических расстройств
и нейротравм различного генеза.

Сероводород: биосинтез, 
депонирование, катаболизм

В 1996 году был открыт эндогенный синтез Н2S
в нервной ткани головного мозга. Реакция осу-
ществлялась с помощью фермента цистатионин-
β-синтазы. В результате была постулирована его
роль в нейромодуляции [49, 50]. Данный мессен-
джер существует в клетке в виде газообразных мо-
лекул либо бисульфида натрия. H2S депонируется
в виде сульфгемоглобина, а также в комплексе
белков, содержащих комплекс железо–сера, и
сульфана-серного депо, который включает гид-
родисульфиды/персульфиды [51].

Концентрация сульфидов в нервной ткани
млекопитающих колеблется в пределах в 50–
160 мкМ, что говорит о важной роли эндогенного
Н2S в организме [52]. Сообщается, что концен-
трация свободного Н2S составляет 30–100 мкМ во
всех тканях. Однако есть исследования демон-
стрирующие, что уровень несвязанного Н2S на
самом деле колеблется в районе 15 нМ [53]. При
этом уровень Н2S сильно изменяется при различ-
ных патологических состояниях. Обычно при ней-
родегенеративных процессах наблюдается умень-
шение концентрации Н2S в нейронах и глиаль-
ных клетках [19, 54].

L-Цистеин и цистин являются основными ис-
точниками H2S в организме. На сегодняшний
день известно, как минимум, три фермента, под
влиянием которых происходит синтез H2S: циста-
тионин-β-синтаза (СBS), цистатионин γ-лиаза
(СSE) и 3-меркаптопируват сульфуртрансфераза
(МSТ) в комплексе с цистеинаминотрансферазой
(CAT) (рис. 2) [30, 50, 55].

CBS состоит из 4 субъединиц, которые вклю-
чают три домена. N-концевой домен необходим
для связывания гемом кофактора. Каталитиче-
ский домен имеет сайт связывания для пиридок-
сальфосфата (PLP). С-концевой регуляторный

домен содержит две области (CBS1 и CBS2), от-
ветственные за димеризацию. СBS преимуще-
ственно экспрессируется в головном мозге, а так-
же в ряде других органов. В основном локализо-
ван в цитоплазме, но может транслоцироваться в
ядро и митохондрии [56, 57].

СSE может действовать в тримерной либо тет-
рамерной форме. Мономер СSE состоит из двух
доменов: большого N-концевой домена, свя-
зывающего пиридоксальфосфат (PLP), и малого
С-концевого домена. CBS и CSE участвуют в одном
пути транссульфурации, являющегося основным
источником эндогенного цистеина и H2S [58].

Катаболизм H2S осуществляется через окисле-
ние и метилирование. Окисление H2S в основном
протекает в митохондриях до сульфата с проме-
жуточными продуктами: персульфидом (RSSH),
сульфитом ( ) и тиосульфатом ( ). В ре-
зультате основная часть H2S выводится с мочой в
форме сульфата. Стоит отметить, что в головном
мозге существует дефект окисления сульфидов.
Так, при введении доноров H2S его окисление на-
блюдалось максимально в печени, сердце и поч-
ках, но не в нервной ткани головного мозга. По-
этому вопрос об окислительном пути катаболиз-
ма H2S в нейронах остается открытым [51, 59].

Метилирование H2S происходит в цитоплазме
до диметилсеры. Метилирование H2S протекает
значительно медленнее его окисления, поэтому
не является основным путем катаболизма H2S [60].
Также H2S может выделяться через легочную
ткань (рис. 2) [51].

Функции сероводорода в нервной ткани

Н2S выполняет в нервной ткани большое ко-
личество различных функций. Было установлено,
что Н2S усиливает долговременную потенциацию
в гиппокампе через активацию NMDA-рецеп-
тора, что влияет на процессы обучения и памяти
[61, 62]. В нейронах Н2S участвует в синтезе
сAMP, активируя аденилатциклазу (AC) [50]. Н2S
играет важную роль в процессах нейрогенеза и
посттравматичской регенерации через актива-
цию различных сигнальных путей. Данный газо-
трансмиеттер способствует пролиферации и диф-
ференцировки нейрональных стволовых клеток
[63]. В частности, Н2S может усиливать нейроге-
нез при повреждении нервной системы через
ингибирование сигнального пути IRAK-1/GSK3β/
AKT и усиления экспрессии Nestin, GFAP, IL-6,
NeuN, TUJ-1, MAP-2 и BDNF [64]. Кроме этого,
Н2S регулирует уровень ряда нейротрофических
факторов в норме и при патологических состоя-
ниях [65, 66].

−2
3SO −2
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Н2S участвует в процессах возбуждения и тор-
можения в головном мозге. Известно, что Н2S мо-
дулирует активность ATP-зависимых K+-каналов
(КATP-каналы). Их активация приводит к гипер-
поляризации, снижению возбудимости и угнете-
нию нейронов. Так, например, в дорзальном ядре
шва, гиппокампе и гипоталамусе Н2S участвует в
гиперполяризации нейронов, увеличивая приток
K+ через КATP-каналы. Н2S может повышать уро-
вень рецепторов γ-аминомасляной кислоты (ГАМК)
на пресинаптических и постсинаптических кле-
точных мембранах [67].

Было показано, что данный газотрансмиттер
вызывает выход Сa2+ из внутриклеточных депо и
Са2+-волны в астроцитах и нейронах гиппокампа.
Н2S может увеличивать внутриклеточную кон-
центрацию Сa2+ путем активации Са2+-каналов
L-типа в нейронах мозжечка. В ядре одиночного
тракта H2S также вызывает увеличение импульс-
ной активности по Сa2+-зависимому пути. Ин-

гибирование CВS приводит к снижению величи-
ны синаптических токов и цитоплазматического
Сa2+ [68].

Н2S непосредственно участвует в регуляции
уровней нейромедиаторов в ЦНС и ПНС в норме
и при патологических состояниях. Так, было по-
казано, что доноры Н2S повышают уровень серо-
тонина в полосатом теле и модулируют баланс
между ГАМК и глутаматом в моделях болезни
Паркинсона у грызунов [69]. В недавнем исследо-
вании на трансгенных C. elegans было обнаруже-
но, что Н2S значительно повышает уровень дофа-
мина [70]. H2S участвует в регуляции гипоталамо-
гипофизарной системы, в частности, в выбросе
кортикотропин-релизинг гормона [68].

В ПНС Н2S может стимулировать капсаицин-
чувствительные нервные окончания, индуцируя
высвобождение вещества P и нейрокинина А [68].
Также Н2S усиливает высвобождение медиатора
и контролирует процессы экзо- и эндоцитоза си-

Рис. 2. Схема биосинтеза и катаболизма Н2S. В образовании Н2S участвует три фермента: цистатионин-β-синтаза (СBS),
цистатионин γ-лиаза (СSE) и 3-меркаптопируват сульфуртрансфераза (МSТ). Синтезированные Н2S подвергается ката-
болизму в печени путем окисления и метилирования и выводиться с мочой через почки. Также удаляться Н2S может пу-
тем выдоха через легкие.
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наптических везикул в двигательных нервных
окончаниях [71, 72].

Н2S участвует в процессах восстановления ге-
матоэнцефалического барьера [73] и уменьшает
отек головного мозга [19]. Н2S уменьшает ранние
повреждения головного мозга, повышает мотор-
ную функцию и уменьшает корковые нарушения
после травматического повреждения нейронов [74].

Изменение уровня и нарушение метаболизма
Н2S было зафиксировано при развитии нейроде-
генеративных заболеваний, например, при болез-
ни Альцгеймера и Паркинсона [75], травматиче-
ских повреждениях нервной системы [76], ряда
психических расстройств [77], инсульте [78] и т.д.

РОЛЬ ОКСИДА АЗОТА И СЕРОВОДОРОДА 
В НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ ПРОЦЕССАХ

Нейровоспаление и окислительный стресс

Нейровоспаление – это воспалительная реак-
ция в нервной ткани, при которой происходит
активация глиальных клеток, рекрутирование ней-
трофилов и макрофагов, значительное увеличе-
ние цитокинов, хемокинов, интенсификация
свободнорадикальных процессов и т.д. [79, 80].
В свою очередь, окислительный стресс развива-
ется в результате нарушения динамического рав-
новесия между оксидантной/антиоксидантной
системой в сторону чрезмерного повышения сво-
боднорадикального окисления [81].

Нейровоспалительная реакция и окислитель-
ный стресс характерны для многих нейродегене-
ративных процессов [54, 82, 83]. При этих патоло-
гических процессах происходит потеря пре- и
постсинаптических белков, деградация синапсов
[54], аксонов [84], дендритов [85], развивается
митохондриальная дисфункция [86] и ряд других
функционально-деструктивных изменений ней-
ронов.

NO и H2S играют одну из ключевых ролей в
нейровоспалении и окислительном стрессе. По-
вышенная продукция NO увеличивает адгезию
лейкоцитов к эндотелию кровеносных сосудов [87],
их проницаемость [88] и миграцию лейкоцитов во
внеклеточное пространство [89]. Однако базовый
уровень NO, наоборот, ингибирует адгезию лей-
коцитов [87]. NO может усиливать воспаление
путем увеличения экспрессии провоспалитель-
ных цитокинов [90]. Н2S может снижать нейро-
воспаление через ингибирование окислительного
стресса, NF-κB, адгезию лейкоцитов к эндоте-
лию, фактора некроза опухоли (TNF, tumor ne-
crosis factor), интерлейкина-1 β (IL-1 β) (рис. 3)
[74]. Данный газотрансмиттер может снижать
уровень iNOS путем активации гемоксигеназы
(HO-1) в макрофагах [91], а также повышать про-
дукцию eNOS в эндотелиальных клетках [92].

Стоит отметить, что цитопротекторные и ци-
тотоксические эффекты NO при воспалении и
окислительном стрессе во многом определяются
синтезирующей его NOS. Считается, что умерен-
ная продукция NO, осуществляющаяся nNOS и
eNOS, способна защищать клетки, в то время как
активация iNOS, которая генерирует высокий
уровень NO, часто ассоциирована с цитотоксиче-
скими последствиями [93]. Это связано с тем, что
при высокой концентрации NO может взаимо-
действовать с супероксид анион-радикалом ( )
c образованием свободного радикала перокси-
нитрита (ONOO‾), который обладает высоким
цитотоксическим потенциалом. ONOO‾ нитри-
рует аминокислоты и окисляет белки, липиды,
нуклеиновые кислоты [94]. Эти процессы приво-
дят к увеличению перекисного окисления липи-
дов (ПОЛ), истощению запасов ATP, нарушению
работы Ca2+-каналов и митохондрий, деструкции
цитоскелета, прогрессированию воспаления, и в
конечном итоге к клеточной гибели [95]. Напро-
тив, H2S повышает уровень внутриклеточного
восстановленного глутатиона (GSH), являюще-
гося основным антиоксидантом в клеточной за-
щите от окислительного стресса, а также может
регулировать активность антиоксидантных фер-
ментов: супероксиддисмутазы (SOD), каталазы
(CAT) и глутатионпероксидазы (GPx) [96]. Кроме
этого, H2S может увеличивать уровень Trx-1 (рис. 3),
который представляет собой оксидоредуктазу, вы-
полняющую большое количество функций, вклю-
чая защиту от окислительного стресса [97].

NO может взаимодействовать с H2S, образуя
крайне реактивное соединение – нитроксил
(HNO), который активно взаимодействует с тио-
ловыми группами белков, инициируя образова-
ние дисульфидных связей. Кроме этого, HNO
взаимодействует с GSH с образованием дисуль-
фида глутатиона и сульфинамида глутатиона, что
в конечном итоге усугубляет окислительный
стресс и воспаление [98].

Известно, что NO и ONOO–, синтезируемые
iNOS, нитрируют бета-амилоид (Aβ) и стимули-
руют его агрегацию в амилоидные бляшки [83].
Однако дефицит eNOS может способствовать
развитию болезни Альцгеймера. Так, у мышей
eNOS–/– значительно увеличивались уровни АРР,
BACE1 и Aβ. Нейропротекторный эффект eNOS,
вероятно, связан с улучшением церебрального
кровоснабжения через регуляцию sGC/сGMP в
гладкомышечных клетках сосудов головного моз-
га [99]. Повышение уровня iNOS увеличивает ги-
бель нейронов при болезни Альцгеймера [100].
Сообщается, что экспрессия nNOS и iNOS мик-
роглией способствует нейротоксичности при бо-
лезни Паркинсона [101]. Напротив, применение
доноров H2S уменьшало уровень BACE1, PS1 че-
рез сигнальный путь PI3/Akt и Aβ [102]. Также до-

−
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Рис. 3. Схема NO- и H2S-зависимых сигнальных путей, контролирующих нейровоспаление и окислительный стресс
(с изменениями по Rodkin et al., 2023 [54]). Линии с острым концом – положительная регуляция, с тупым концом –
отрицательная.
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казано, что H2S, регулируя уровень GSH, обеспе-
чивает антиоксидантную защиту при поврежде-
нии головного [103] и спинного мозга [104].
В свою очередь, NO может усиливать окисли-
тельный стресс в нервных и глиальных клетках
при нейротравмах через активацию NMDA-ре-
цептора и через свободнорадикальные продукты
своего метаболизма (рис. 3) [105].

В нашем исследовании в модели фотоокисли-
тельного стресса на рецепторе растяжения рака
Astacus leptodactylus, состоящего из двух нейронов,
окруженного оболочкой из сателлитных глиаль-
ных клеток, было показано, что происходит мощ-
ная генерация NO, как благодаря nNOS, так и,
возможно, iNOS, экспрессия которой может но-
сить частично конститутивный характер (рис. 4).
Причем за генерацию NO в большей степени бы-
ли ответственны глиальные клетки, что свиде-
тельствует о важной роли данных NOS в прогрес-
сировании окислительного стресса и клеточной
гибели [106].

Таким образом, высокий уровень NO, генери-
руемый в первую очередь iNOS [93], может при-
водить к прогрессированию нейровоспаления и
окислительного стресса путем усиления адгезии

лейкоцитов к сосудистому эндотелию [87], экс-
прессии провоспалительных цитокинов [90],
ПОЛ, истощению запасов ATP [95], образования
ONOO‾ [94] и белков, участвующих в нейроток-
сических эффектах [83] т.д. В свою очередь, H2S
проявляет цитопротекторные свойства через ак-
тивацию ряда ферментов антиоксидантной защи-
ты [96, 97], повышение уровня GSH [96], ингиби-
рование NF-ĸB и провоспалительных цитокинов
[74], а также может регулировать уровень NO [92].

Нарушение фолдинга белков

Фолдинг белков – это сложный процесс, в ре-
зультате которого полипептидная цепь достигает
своей трехмерной структурной конформации,
обретая завершенный структурно-функциональ-
ный профиль [107]. В этом процессе активно
участвуют белки теплового шока, известные как
шапероны, которые помогают приобрести поли-
пептидной цепи нужную пространственную ори-
ентацию [108]. Неправильный фолдинг белков
приводит к образованию внутри- и внеклеточных
фибриллярных белковых агрегатов, что лежит в
основе патогенеза нейродегенеративных заболе-
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ваний [109]. Кроме этого, нарушение протеосом-
ной системы приводит к накоплению неправиль-
но уложенных белков, что приводит к вышеска-
занным патологическим состояниям [110]. На
сегодняшний день известно, что NO и H2S могут
участвовать в фолдинге белков. Однако этот про-
цесс пока плохо изучен.

S-Нитрозилирование белков может приводить
к аномальной их укладке [7]. Изначально процесс
S-нитрозилирования был описан относительно
регулирования активности NMDA-рецепторов.
Впоследствии оказалось, что количество молеку-
лярных мишеней этого процесса гораздо больше.
В исследовании было также показано, что не-
правильный фолдинг белков может быть вы-
зван S-нитрозилированием с дальнейшим окис-
лением цистеиновых аминокислотных остатков в
полипептидной цепи [8]. Известно, что убикви-
тин-лигаза E3 Parkin, служащая для убиквитини-
рования белков для их последующей протеосом-
ной деградации, играет важную роль в патогенезе
нейродегеративных заболеваний. S-нитрозили-
рование Parkin снижает его ферментативную ак-
тивность, что способствует накоплению непра-
вильно свернутых белков и гибели нейронов [111].
NO может регулировать активность белковой ди-
сульфид-изомеразы (PDI), шаперонового фер-
мента эндоплазматического ретикулума (ЭР), ко-
торый катализирует образование и разрыв ди-
сульфидных связей между остатками цистеина в
белках в процессе их фолдинга. S-нитрозилиро-
вание PDI ингибирует его каталитическую актив-

ность. В результате происходит накопление ано-
мальных белков на фоне усиления стресса ЭР
(рис. 5a) [112, 113].

Н2S может связываться с белками Tau, основ-
ного компонента нейрофибриллярных клубочков
(NFT), и повышать его активность [9]. Гиперфос-
форилирование Tau приводит к возникновению
NFT и лежит в основе развития ряда нейродеге-
неративных заболеваний. Однако Н2S может
предотвращать этот процесс за счет сульфгидри-
рования GSK3β [9]. Н2S ингибирует стресс ЭР
(ERS) и последующую, так называемую реакцию
развернутых белков (UPR) через ингибирование
ПОЛ, окислительного стресса, повышение уров-
ня SIRT1, активацию сигнального пути BDNF/
TrkB [114]. Кроме этого, сульфгидрирование Par-
kin заметно повышает его каталитическую актив-
ность и снижает нейротоксичность при болезни
Паркинсона (рис. 5a) [115].

Таким образом, NO может нарушать фолдинг
белков путем S-нитрозилирования NMDA-ре-
цептора [8], Parkin [111] и PDI [112, 113]. Однако
Н2S, наоборот, способен предотвращать накопле-
ние неправильно свернутых белков, регулируя
активность Tau [9], Parkin [115], SIRT1, BDNF/
TrkB и ингибируя ERS, ПОЛ, окислительный
стресс [114].

Митохондриальная дисфункция
Митохондриальная дисфункция лежит в осно-

ве патофизиологии многих нейродегенеративных

Рис. 4. Генерация NO при фотоокислительном стрессе в механорецепторном нейроне. а – Флуоресцентное изображе-
ние изолированного рецептора растяжения рака (PPP), окрашенного NO-чувствительным флуоресцентным зондом
DAF-2DA. б – Изолированный РРР в проходящем свете. в – Схема РРР: А – аксон; S – сома; G – многослойная гли-
альная оболочка; N – ядро нейрона; DТ – дендритное дерево; D- дендриты; RМ – рецепторная мышца. г – Динамика
генерации NO в РРР при фотоокислительном стрессе в разные промежутки времени с окраской DAF-2DA. Масштаб-
ный отрезок: 100 (а) и 50 мкм (г).
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процессов. Усиление процессов окислительного
стресса может приводить к рассогласованию ра-
боты митохондриальных комплексов цепи пере-
носа электронов, нарушать митохондриальный
Ca2+-гомеостаз, способствовать накоплению со-
матических мутаций в митохондриальных ДНК
(мтДНК) и т.д. [116]. NO/ONOOˉ существенно
влияет на митохондриальную дисфункцию в ней-
ронах, приводит к высвобождению глутамата с
последующим связыванием с NMDA-рецептора-
ми и активацией nNOS, что влечет за собой стой-
кое повреждение дыхательной цепи и клеточную
гибель [10]. NO или его свободнорадикальные
продукты могут стимулировать в митохондриях
продукцию , перекиси водорода (H2O2), ONOO–,
а также обратимо и необратимо ингибировать ци-
тохром с-оксидазу (CcO) и индуцировать пермо-
билизацию митохондриальной мембраны и по-
вреждать мтДНК (рис. 5б) [117].

H2S защищает митохондрии от структурно-
функциональной деградации. Было показано, что
H2S предотвращает снижение мембранного по-
тенциала митохондрий (МPМ) [118]. Данный га-
зотрансмиттер может служить энергетическим
субстратом для поддержания синтеза ATP в усло-
виях стресс-реакций. CSE может транслоциро-
ваться из цитоплазмы в митохондрии при гипоксии,
повышая энергетическую емкость митохондрий
за счет усиления окислительного фосфорилиро-
вания (OP). Конечно, несомненна роль H2S в ин-
гибировании митохондриальной дисфункции пу-
тем снижения окислительного стресса и захвата
активных форм кислорода (АФК) (рис. 5б) [119].

−
2O

Таким образом, NO может приводить к мито-
хондриальной дисфункции в нейронах через ак-
тивацию NMDA-рецептора/nNOS/NO/ONOO–

[10], усиление продукции O2
–, H2O2, ингибирова-

ние CcO и повреждение мтДНК [117]. Обратный
эффект оказывает H2S, уменьшая уровень окис-
лительного стресса и повышая энергетическую
емкость митохондрий [119].

Аксональная дегенерация
Дегенерация аксона происходит при многих

нейродегенеративных состояниях. Однако моле-
кулярно-генетические механизмы этого процесса
до сих пор остаются плохо изученными. При этом
морфологическая и молекулярно-биохимическая
картина деградации аксонов при нейродегенера-
тивных заболеваниях во многом схожа с такими
патологическими состояниями, как инсульт, ней-
ротравмы центрального и периферического гене-
за, рассеянного склероза, глаукомы и т.д. Валле-
ровская дегенерация, характеризующаяся разру-
шением дистального участка аксона при разрыве,
т.е. аксотомии, является наиболее хорошо изу-
ченным и классическим процессом дегенерации
аксонов [120]. При этом, если не происходит вос-
становления нервной связи поврежденного ак-
сона со своей мишенью, то нейрон структурно-
функционально деградирует и погибает [3]. Из-
вестно, что NO и H2S участвует в процессах, свя-
занных с дегенерацией аксона, при различных
патологических состояниях.

NO может препятствовать процессу ремодели-
рования аксона, усиливая его дегенерацию. На
модели аксотомии ганглиозных клеток сетчатки

Рис. 5. Схема NO- и H2S-зависимых сигнальных путей, контролирующих нарушение фолдинга белков (a), митохон-
дриальную дисфункцию (б), деградацию аксона (в) и дендритных шипиков (г). Линии с острым концом – положи-
тельная регуляция, с тупым концом – отрицательная.
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было показано, что NO усиливает ретроградную
дегенерацию аксонов, приводя к гибели нейро-
нов [121]. При рассеянном склерозе NO подавля-
ет монокарбоксилатный переносчик-1 (MCT1) в
олигодендроцитах, усиливая процессы деструк-
ции аксонов (рис. 5в) [122]. NO может вызывать
блокаду проводимости в аксонах, усиливая валле-
ровскую дегенерацию [123]. Сообщается, что NOS
играют центральную роль в демиелинизации в
ЦНС. Часто они осуществляют положительную
регуляцию этого процесса [124]. Повышение
уровня iNOS наблюдалось в шванновских клет-
ках при боковом амиотрофическом склерозе [11].

Однако есть данные свидетельствующие, что
NO может ингибировать аксональную деграда-
цию. Мыши nNOS–/– более уязвимы к перифери-
ческим нейропатиям относительно контрольной
группы животных. Введение доноров NO могут
предотвращать деградацию аксонов нейронов
задних корешков спинного мозга. Предполагает-
ся, что NO-зависимая защита аксонов реализует-
ся через активацию фактора гипоксии-1 (HIF1) и
последующей транскрипции эритропоэтина (EPO)
в шванновых клетках [125]. Передача сигналов
через NO/sGC/сGMP является важным механиз-
мом в регенерации аксонов (рис. 5в) [126].

Н2S может приводить к деструкции миелино-
вой оболочки и привлечению макрофагов, пози-
тивно влиять на дедифференцировку и пролифе-
рацию шванновских клеток при валлеровской де-
градации путем регулирования LAMP1, p75NTR,
c-Jun and p-ERK1/2 [12]. Однако другими автора-
ми было показано, что Н2S может способствовать
ремиелинизации и регенерации аксонов через ак-
тивацию сигнального пути PI3K/AKT/mTOR при
черепно-мозговой травме (рис. 5в) [127].

Таким образом, NO может усиливать дегене-
рацию аксонов [122–124] либо препятствовать
этому процессу через активацию HIF1 и EPO
[125] и NO/sGC/сGMP [126]. Роль Н2S также не-
однозначна в деструкции миелиновой оболочки
[12, 127].

Деградация дендритных шипиков

Дендритные шипики являются небольшими
выступами на дендритной мембране, где форми-
руется контакт с соседними аксонами для получе-
ния синаптического сигнала. Они очень пластич-
ны, их размер и форма меняется в зависимости от
активности нейронов. Характерным признаком
является постсинаптическая плотность, характе-
ризующаяся расположением каналов, рецепторов
киназ/фосфатаз, удерживаемых соответствую-
щими каркасными белками. Нейродегенератив-
ные процессы характеризуются потерей синапсов
и элиминацией дендритных шипиков [128].

Было обнаружено, что дендритные шипики со-
держат nNOS и eNOS [13]. Взаимодействие nNOS
с белком постсинаптической плотности-95 (PSD95)
негативно влияет на регенерацию нейронов и об-
разование дендритных шипиков [129]. Усиление
связывания nNOS cо своим адаптерным белком
CAPON, карбоксиконцевой лиганд PDZ, увели-
чивалось в моделях Альцгеймера и приводило к
элиминации дендритных шипиков [130]. В иссле-
довании улучшение нейропластичности при
ишемии головного мозга было достигнуто путем
диссоциации nNOS–PSD95, вызванной инъек-
цией рекомбинантного белка Tat-nNOS-N1–133.
Наблюдалось увеличение синаптогенеза и плот-
ности дендритных шипиков в результате ингиби-
рования активации астроцитов (AA) и продукции
ГАМК (GABA) (рис. 5г) [14].

Н2S может защищать дендритные шипики от
деградации путем активации сигнального каскада
mTORC1/TrkB/AMPA [15]. При этом сообщается,
что Н2S при нейровоспалении сульфгидрирует
глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу (GAPDH)
в дендритах, приводя к ее связыванию с лигазой
E3 Siah, которая, в свою очередь, взаимодейству-
ет с PSD95, вызывая его деградацию через убик-
витинирование [131]. Кроме этого, избыточная
продукция Н2S может сульфгидрировать AKT,
нарушая его связывание и фосфорилирование
GSK3β. В результате происходит гиперфосфори-
лирование GSK3β белка Tau, который начинает
накапливаться в дендритных шипиках, вызывая
синаптическую дисфункцию (рис. 5г) [132].

Таким образом, взаимодействие nNOS с
PSD95 и CAPON может приводить к деградации
дендритных шипиков [14, 129, 130]. В свою оче-
редь, Н2S препятствует этому процессу через ак-
тивацию mTORC1/TrkB/AMPA [15] либо способ-
ствует через сульфгидрирование GAPDH [131] и
AKT [132].

РОЛЬ ОКСИДА АЗОТА И СЕРОВОДОРОДА 
В ПРОГРАММИРУЕМОЙ КЛЕТОЧНОЙ 
ГИБЕЛИ НЕЙРОНОВ И ГЛИАЛЬНЫХ 

КЛЕТОК ПРИ НЕЙРОТРАВМАХ 
И НЕЙРОДЕГЕНЕРАТИВНЫХ 

ЗАБОЛЕВАНИЯХ
Апоптоз

Апоптоз – основная форма программируемой
клеточной гибели, для которой характерен распад
клетки на отдельные апоптотические тельца,
ограниченные плазматической мембраной, в ре-
зультате активации сложного молекулярно-био-
химического каскада. Апоптоз является неотъем-
лемым звеном нормального развития и функцио-
нирования организма. Однако избыточность
этого процесса становится негативным фактором
в патогенезе многих заболеваний [133]. На сего-
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дняшний день доказано, что NO и H2S являются
важнейшими регуляторами апоптоза в норме и
при различных патологических состояниях.

Известно, в силу своей свободнорадикальной
природы NO может нарушать работу антиокси-
дантной системы и приводить к нитрозильному
стрессу [94], который затем ведет к интенсифика-
ции ПОЛ, истощению пула ATP, нарушению
функции Сa2+-каналов, деструкции цитоскелета,
митохондриальной дисфункции и т.д., что в конеч-
ном итоге может запустить апоптоз [95]. Также ги-
перпродукция NO может вызывать Са2+-эксайто-
токсичность путем активации NMDA-рецепторов
(рис. 6a). В результате происходит Са2+-перегруз-
ка клетки, увеличение проницаемости внешней
митохондриальной мембраны и выход из мито-
хондрий в цитоплазму цитохрома с и факторов,
реализующих апоптоз [16]. Однако существуют и
более тонкие NO-зависимые сигнальные механиз-
мы, реализующие данный вид клеточной гибели.
Они основываются на модулировании экспрес-
сии и локализации проапоптических белков пу-
тем прямого связывания с ними. Противопо-
ложную роль играет H2S, который в большей
степени смещает “баланс клеточной судьбы” в
строну выживания, реализуя антиапоптотиче-
ские эффекты [17].

Так, например, в своей недавней работе мы
изучили влияние NO и, в частности, продукцию
его iNOS, на экспрессию и локализацию белка
р53 в нейронах и глиальных клетках ганглиев зад-
них корешков (DRG) спинного мозга крысы при
перерезке седалищного нерва (рис. 7) [134]. Из-

вестно, что р53, известный как опухолевый су-
прессор или “страж генома”, является важней-
шим регулятором внутриклеточных процессов,
связанных с репарацией ДНК, клеточным цик-
лом, метаболизмом, а также апоптотическим сиг-
налингом. Белок р53 занимает ключевую пози-
цию в патогенезе различных патологических со-
стояний, включая нейродегенеративные болезни
и нейротравмы [5].

Нам удалось показать, что аксотомия приво-
дит к выходу р53 из ядра в цитоплазму, где он, ве-
роятно, связывается с митохондриями и запуска-
ет апоптоз не транскрипционно-зависимым пу-
тем. Использование NO-донора нитропруссида
натрия (SNP) приводило к значительному ядер-
ному депонированию р53 в ядрах и менее выра-
женному в цитоплазме нейронов, а также в ка-
риоплазме глиальных клеток через 4 и 24 ч после
аксотомии. Применение селективного ингибито-
ра iNOS гемисульфата S-метилизотиомочевины
(SMT), наоборот, увеличивало ядерно-цитоплаз-
матическую транслокацию. Нам удалось пока-
зать, что уровень iNOS увеличивается не только в
цитоплазме, но и в ядре в клетках DRG в условиях
аксонального стресса (рис. 7). Кроме этого, SNP
увеличивал апоптоз нейронов и глиальных кле-
ток через 24 ч и 7 сут после травмы, а SMT оказы-
вал нейропротекторный эффект (рис. 8). Причем
использование SNP приводило к повышению
проапоптотического белка Bax и особо не влияло
на экспрессию антиапоптотического белка Bcl2 в
клетках DRG, обратный эффект достигался с по-
мощью введения экспериментальным животным
SMT [134].

Рис. 6. Схема NO- и H2S-зависимых сигнальных путей, контролирующих апоптоз (a), аутофагию (б), ферроптоз (в) и
пироптоз (г). Линии с острым концом – положительная регуляция, с тупым концом – отрицательная.
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NO может повышать уровень р53 через связы-
вание с сайтами фосфорилирования р53, что
приводит к нарушению его взаимодействия с
E3-убиквитинлигазой Mdm2, являющейся ос-
новным негативным регулятором данного факто-
ра транскрипции [135]. Кроме этого, NO может
вызывать значительное ингибирование ядерного
экспорта р53 путем регулирования активности
серин/треониновой протеинкиназы (ATR), ко-
торая фосфорилируя Ser15, расположенный в
N-концевом домене p53, приводит к депонирова-
нию p53 в нуклеоплазме [136]. В свою очередь,
нейропротекторный эффект H2S может реализо-
вываться через ингибирование уровня р53 в усло-
виях травматического повреждения головного
мозга [137].

Данные газотрансмиттеры могут регулировать
и E2F1, фактор транскрипции, активирующий
экспрессию р53, и также являющийся проапо-
птотическим фактором. Было показано, что NO
индуцирует гиперфосфорилирование и инакти-
вацию pRb (белкок ретинобластомы Rb), что при-
водит к повышенной экспрессии E2F1 (рис. 6а)
[138]. NO, активируя p38 MAPK, увеличивает свя-
зывание E2F1 c генами-мишенями [139]. На сего-
дняшний день остается неизвестной роль H2S в
регуляции E2F1.

Другим белком, обладающим проапоптотиче-
ской активностью, является предшественник бе-
та-амилоида (Amyloid precursor protein, APP) –
крупный трансмембранный гликопротеин, кото-

Рис. 7. Иммунофлуоресцентная микроскопия: экспрессия р53 в нейронах DRG крыс контрольной группы и экспери-
ментальных групп животных, которым вводили SNP и SMT через 24 ч после перерезки седалищного нерва. Масштаб-
ный отрезок – 50 мкм; ipsi – аксотомированный ипсилатеральный ганглий, contra – контралатеральный контрольный
ганглий. NeuN – маркер ядер нейронов; Hoechst – краситель, который визуализирует ядра всех клеток.
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рый представлен в различных клетках и участвует
во многих процессах, включая апоптоз, в норме и
при патологических состояниях. Особенно высо-
кий уровень APP обнаруживается в нейронах.
В основном APP интенсивно изучается в контек-
сте патогенеза болезни Альцгеймера. Однако его
роль в нервной системе намного более разнооб-
разна, он участвует во многих нейрональных про-
цессах, включая нейротравмы [140]. Биологиче-
ской активностью обладает как полноразмерный
APP, так и продукты его протеолитического рас-
пада: sAPPα, sAPPβ, Aβ, AICD [141]. NO может
модулировать уровень APP (рис. 6а) через амило-
идногенный путь процессинга, активируя его ли-
бо ингибируя в зависимости от своей концентра-
ции. NO-зависимый антиамилоидногенный эф-
фект был связан с активацией сигнального пути
GC/cGMP/PKG, а амилоидногенная активность
повышалась при высоких концентрациях NO
[140]. В другом исследовании на примере болезни
Паркинсона было показано, что NO может регу-
лировать экспрессию APP путем увеличения свя-
зывания IRP1/2 и IRE [142]. H2S может ингиби-
ровать экспрессию APP, подавляя активность
BACE1 и γ-секретазы (PS1) [102]. NO может вы-
зывать апоптоз дофаминергических нейронов
при болезни Паркинсона через накопление му-
тантной формы Cu, Zn-супероксиддисмутазы

(mSOD1), а также снижения нейротрофических
факторов (рис. 6a) [118]. Однако H2S может сни-
жать апоптоз нейронов при данной патологии че-
рез ингибирование митохондриальной дисфунк-
ции [119].

NO и Н2S могут регулировать каспазы, ключе-
вые белки апоптоза. NO может ингибировать ак-
тивацию каспазы-3 через сGMP-зависимые сиг-
нальные пути и иные механизмы [143]. NO-зави-
симое S-глутатионилирование может быть одним
из механизмов регуляции активности каспазы-3
[144]. В свою очередь, Н2S может уменьшать уро-
вень казпазы-3 в поврежденных клетках [145].
H2S может влиять на активность каспазы-3 путем
регулирования АФК-сигнального пути актива-
ции данного фермента либо персульфидирования
по цистеину 163 (рис. 6a) [146].

Обобщая вышеизложенное, можно заклю-
чить, что NO больше склонен оказывать проапо-
птотический эффект, связанный с гиперактива-
цией NMDA-рецептора, развитием окислитель-
ного стресса и повышением уровня белков,
индуцирующих апоптоз. В свою очередь, H2S мо-
жет нивелировать эти негативные эффекты, сни-
жая уровень свободных радикалов и ингибируя
активность апоптотических белков через меха-
низмы персульфидирования.

Рис. 8. Флуоресцентная микроскопия апоптотических клеток, окрашенных TUNEL в срезах DRG контрольной груп-
пы и экспериментальных групп животных, которым вводили SNP и SMT, через 24 ч и 7 сут после аксотомии. Мас-
штабный отрезок – 50 мкм; ipsi – аксотомированный ипсилатеральный ганглий, contra – контралатеральный кон-
трольный ганглий. TUNEL – ядерный маркер апоптоза клеток, NeuN – маркер ядер нейронов; Hoechst – краситель,
который визуализирует ядра всех клеток.
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Аутофагия

Аутофагия – основной механизм внутрикле-
точной деградации, с помощью которой цито-
плазматический материал доставляется в лизосо-
му и подвергается деградации. Она необходима
для выживания клеток в реакции на различные
стресс-факторы и последующего восстановления
клеточного гомеостаза. Однако аутофагия может
стать причиной клеточной гибели в патофизио-
логических условиях [147].

Было показано, что ингибирование синтеза
NO приводит к уменьшению экспрессии Beclin1
[148]. Кроме этого, NO может модулировать уро-
вень LC3 при ушибе спинного мозга [18]. Сооб-
щается, что NO играет важную роль в аутофагии
при нейродегенеративных заболеваниях (рис. 6б)
[149].

Н2S регулирует аутофагию нейронов и глиаль-
ных клеток при черепно-мозговой травме [19] и
повреждении спинного мозга [150]. Н2S может
ингибировать аутофагическую гибель при нейро-
травмах через сигнальный путь PI3K/Akt/Nrf2,
который является центральным механизмом ауто-
фагии, а также через уменьшение окислительного
стресса [19]. Данный газотрансмиттер приводит к
аутофагии путем увеличения miR-30c, Beclin1 и
LC3 (рис. 6б) [19].

Ферроптоз

Ферроптоз является еще одним типом про-
граммируемой некротической гибели клетки, ко-
торый характеризуется Fe2+-зависимым ПОЛ,
уменьшением размера митохондрий и разрывом
их мембран [151].

NO играет важную роль в клеточной гибели по
пути фeрроптоза. Было показано, что iNOS мо-
жет блокировать ферроптоз нейронов. Селектив-
ное ингибирование данной изофрмы NOS приво-
дило к уменьшению микроглии M1, нейровоспа-
ления и увеличению ферроптоза нервных клеток
в модели субарахноидального кровоизлияния [20].
Сообщается, что NO контролирует белки, ответ-
ственные за внутриклеточный уровень Fe2+, и
чрезмерная продукция NO может приводить к пе-
регрузке Fe2+ нейронов и их гибели (рис. 6в) [152].

H2S может защищать клетки от ферроптоза пу-
тем активации антиоксидантной системы и за-
хвата AФК [21]. Очень мало данных о роли H2S в
регуляции ферроптоза в нервной ткани. В иссле-
дованиях было показано, что он защищает мик-
роглиальные клетки от ферроптоза путем умень-
шения уровня лактатдегидрогеназы (LDH), окис-
лительного стресса и излишнего накопления Fe2+

(рис. 6в) [153].

Пироптоз

Пироптоз является видом программируемой
некротической клеточной гибели, осуществляю-
щейся в результате активации каспазы-1 и разры-
ва плазматической мембраны. Главной чертой
пироптоза является активное выделение IL-1β и
IL-18 и развитие воспаления. На сегодняшний
день доказано, что пироптоз играет важное значе-
ние при повреждении нервной системы [154].

NO увеличивает пироптоз нейронов, повышая
уровень окислительного стресса и перекисного
окисления, дестабилизируя антиоксидантную
систему защиты и метаболизм (рис. 6г) [22].

Сообщается, что H2S уменьшает пироптоз
нейронов при травме головного мозга, ингибируя
криопирин (NLRP3), белок пироптоза Гасдер-
мин D (GSDMD), каспазу-1 и связанный с апо-
птозом пятнистый белок, содержащий CARD
(PYCARD) [155]. H2S уменьшал пироптоз кле-
ток сетчатки и нейронов головного мозга при
ишемии, ингибируя NLRP3/каспазы-1/GSDMD
(рис. 6г) [23].

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ NO И H2S В КАЧЕСТВЕ 
НЕЙРОПРОТЕКТОРОВ

Оксид азота

Несомненно, NO обладает большим дуализ-
мом своих биологических эффектов, склоняя ча-
шу весов то в сторону нейропротекции, то цито-
токсичности. Во многом это определяется той
или иной NOS, а также клеточной специфично-
стью и патологическим состоянием [54]. Однако
NO является перспективной мишенью в лечении
нейродегенеративных процессов различного ге-
неза.

В клинических фундаментальных исследова-
ниях наиболее часто применяются следующие
NO-доноры: органические нитраты (нитроглице-
рин, изосорбид-5-мононитрат, никорандил, тет-
ранитрат пентаэритрита), S-нитрозотиолы (S-нит-
розо-N-ацетилпеницилламин и S-нитрозо-глу-
татион), сиднонимины (молсидомин, SIN-1);
NONO-аты (JS-K, SPERMINE-NONOate и PRO-
LI-NONOate) и нитропруссид натрия. Они обла-
дают различной фармакокинетикой и фармако-
динамикой, что определяет их биологические
эффекты. Многие из них оказывают нейропро-
текторное действие, например, уменьшают раз-
мер инфаркта, гипоксию, апоптоз нейронов и
глиальных клеток и т.д. Однако их эффекты могут
быть и противоположными, что может быть свя-
зано с моделью повреждения нервной системы,
применяемыми дозами и многими другими при-
чинами. Эти обстоятельства осложняют их ис-
пользование в медицине и требует дальнейших
исследований [156].
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Сообщается, что гибридные нитратные препа-
раты могут быть использованы в лечении болезни
Альцгеймера [157]. Имеются убедительные дан-
ные, что в патогенез болезни Паркинсона вовле-
чен NO. Препараты на основе метилового эфира
нитро-L-аргинина (L-NAME), ингибирующего
NOS, могут быть применены в лечении данной
патологии [158]. В исследованиях показано, что
донор NO DETA/NONOate увеличивает нейроге-
нез при черепно-мозговой травме [159]. S-Нитро-
зоглутатион (GSNO), модулятор NO, оказывает
нейропротекторный эффект. GSNO, являясь есте-
ственным метаболитом GSH и NO, очень эффек-
тивен против окислительного стресса, а также по-
средством S-нитрозилирования NF-kB может
ингибировать экспрессию iNOS [160].

Активно изучается группа производных 7-нит-
роиндазола, которые селективно ингибируют
nNOS, обладая обезболивающим и противосудо-
рожным эффектом [28]. В качестве ингибиторов
iNOS рассматриваются производные модифици-
рованного L-аргинина (N-иминоэтил-L-орни-
тин и L-N6-(-1-иминоэтил-)-лизин) и вещества
неаминокислотного происхождения: гуанидины,
бензоксазолоны, 2-аминопиридины и изотиомо-
чевины. Эти соединения проявляют нейропро-
текторный эффект, так, например, аминогуани-
дин защищает нейроны от гибели при церебраль-
ной ишемии [161].

Сообщается, что метаболиты сфинголипидов,
например, сфингозин-1-фосфат (S1P), может мо-
дулировать уровень NO через путь AKT/eNOS и
рассматриваться в качестве цитопротекторного
препарата [162]. Однако указывается, что гликос-
финголипиды (GSL) увеличивают экспрессию
iNOS после травмы спинного мозга, утяжеляя со-
стояние. Применение PDMP, ингибитора глюко-
зилцерамидсинтазы и галактозилтрансферазы,
приводило к уменьшению уровня iNOS и гибели
нейронов [163].

В нашем исследование хорошо себя зареко-
мендовал селективный iNOS ингибитор SMT, ко-
торый проявлял нейропротекторный эффект,
снижая экспрессию р53 и апоптоз нейронов и
глиальных клеток при аксотомии [134]. Кроме
этого, в модели фотоокислительного стресса мы
испытали ряд модуляторов, влияющих на про-
дукцию NO: активатор NF-kB Prostratin, ингиби-
тор NF-kB Parthenolide, активатор растворимой
гуанилатциклазы А350619 и ингибитор раствори-
мой гуанилатциклазы ODQ, блокатор Са2+-кана-
лов L-типа Nifedipine, блокатор Са2+-каналов
плазматической мембраны CdCl2, Са2+-ионофор
Ionomycin, SMT, ингибитор Ca2+-ATP-азы эн-
доплазматического ретикулума tBuBHQ [106].
Все они могут быть использованы в разработке
эффективных нейропротекторных препаратов
[106, 134].

Сероводород

Более выраженный нейропротекторный эф-
фект характерен для H2S. Например, использова-
ние ATB-346, ингибитора циклооксигеназы, высво-
бождающего Н2S, оказывает защитное действие
на нейроны от травматического повреждения,
восстанавливая уровни GDNF и NGF [74]. Клас-
сический донор Н2S, NaHS, оказывает выражен-
ное нейропротекторное действие и наиболее ча-
сто используется в фундаментальных исследова-
ниях [19].

Однако сообщается, что стремительное высво-
бождение Н2S из его неорганических доноров мо-
жет усугубить патологическое состояние, так как
создается патофизиологическая концентрация Н2S,
которая обладает цитотоксическим эффектом.
Именно поэтому, сейчас идет активная разработ-
ка органических веществ, способных пролонги-
ровано выделять Н2S в течение длительного пери-
ода времени. Наиболее хорошо себя зарекомен-
довавшими такого типа препаратами являются
ADT-OH (5-(4-гидроксифенил)-3H-1,2-дитио-
циклопентен-3-тион) и ADT, метилпроизводное
ADT-OH. Они способны медленно увеличивать
концентрацию Н2S в течение 48 ч и оказывать вы-
раженный нейропротекторный эффект [164].

Интерес представляют и иные доноры Н2S.
Так, использование гидрогеля феррожидкости
(FFH) с тетрасульфидом железа (Fe3S4), высво-
бождающего H2S, уменьшало активацию глиаль-
ных клеток и уровень провоспалительных цито-
кинов, а также увеличивало регенерацию аксонов
при травме спинного мозга [165]. Использование
фиброина шелка (SF), донора H2S, приводит к
уменьшению пироптоза нейронов, индуцирован-
ного черепно-мозговой травмой [155]. Сообщает-
ся, что NaHS уменьшает клеточную гибель при
инфаркте спинного мозга [166].

Конечно, стоит рассмотреть активаторы и
ингибиторы ключевых ферментов, ответствен-
ных за синтез Н2S, в нейропротекции. Классиче-
скими ингибиторами CBS являются аминоокси-
уксусная кислота и гидроксиламин (NH2OH), а
ингибиторами CSE – PAG (пропаргилглицин) и
β-цианаланин (BCA) [167]. Они могут быть ис-
пользованы при нейродегенеративных процес-
сах, ассоциированных с нейротоксическим
уровнем эндогенного Н2S. Однако во многих мо-
делях повреждения нервной системы использова-
ние их приводило к неблагоприятным эффектам
за счет снижения эндогенного Н2S, поэтому, воз-
можно, акцент в следующих исследованиях необ-
ходимо сделать на разработку эффективных акти-
ваторов CBS и CSE, которых, к сожалению, не так
много. Так, например, наиболее известным алло-
стерическим активатором CBS является S-адено-
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зил-L-метионин (SAM), оказывающий нейро-
протекторное действие [168].

Современная нейропротекторная терапия с
использованием доноров NO и H2S и ингибито-
ров/активаторов ферментов их синтеза пока на-
ходится на этапе формирования и понимания
сложности газотрансмиттер-зависимых сигналь-
ных механизмов выживания и гибели нейронов и
глиальных клеток. Однако, несомненно, ее ис-
пользование поможет в лечении многих нейропа-
тологических состояний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, NO и H2S являются важными
молекулярными игроками при нейродегенератив-
ных процессах, участвуя в разнообразных биоло-
гических эффектах, таких как нейровоспаление и
окислительный стресс, нарушение фолдинга бел-
ков, митохондриальная дисфункция, аксональ-
ная и дендритная дегенерация. Кроме этого, они
регулируют различные типы программируемой
клеточной гибели нейронов и глиальных клеток:
апоптоз, аутофагию, ферроптоз и пироптоз. Если
рассматривать картину в целом, то NO больше
склоняет чашу в сторону нейротоксичности из-за
своей агрессивной свободнорадикальной приро-
ды и высокореакционных продуктов метаболиз-
ма, а H2S проявляет больше нейропротекторные
эффекты.

Эти знания станут основой теоретической ба-
зы, которая поможет лучше понять фундамен-
тальные механизмы выживания и гибели нейро-
нов и глиальных клеток при нейропатологиях.
NO и H2S можно рассматривать как многообеща-
ющую молекулярную мишень для разработки
потенциальных нейропротективных препаратов
нового поколения, для создания эффективных
терапевтических подходов, направленных на вы-
живаемость нейронов и глиальных клеток при
нейродегенеративных процессах.
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Role of Nitric Oxide and Hydrogen Sulfide in Neuronal and Glial Cell Death
in Neurodegenerative Processes
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Neurodegeneration is a complex progressive pathological process leading to the neuronal death, which is in-
duced by various external and internal factors. Neurodegenerative diseases, injuries of the central and periph-
eral nervous system, mental disorders, and a number of other pathological conditions, accompanied by func-
tional and structural degradation of neurons and their death, is a serious problem in the global healthcare sys-
tem, as due to these diseases millions of people around the world become disabled or die every year. The
situation is complicated by the lack of selective, clinically effective neuroprotective drugs. It has been shown
that nitric oxide (NO) and hydrogen sulfide (H2S) are actively involved in neurodegeneration and cell death
of neurons and glia, but their role is not completely clear. This review considers NO- and H2S-dependent sig-
naling mechanisms underlying the pathogenesis of neurodegenerative processes. The prospects for further
studies of the role of NO and H2S in the nervous tissue under conditions of pathological conditions associated
with neurodegeneration are considered.

Keywords: nitric oxide, hydrogen sulfide, neurodegeneration, neurons, glial cells, oxidative stress, apoptosis,
autophagy, axotomy
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Криоконсервация сперматозоидов является важной частью сохранения половых клеток различных
организмов. Однако при заморозке гамет часто возникают различного рода повреждения, которые
оказывают значительное влияние при искусственном оплодотворении. После размораживания, как
правило, сперматозоиды имеют ультраструктурные, биохимические и функциональные измене-
ния, такие как повреждение клеточной мембраны и хроматина, окислительный стресс. Так как
сперматозоиды обладают ограниченной способностью к биосинтетической деятельности, они име-
ют низкую способность к регенерации. Современные тенденции заключаются в совершенствова-
нии режима криоконсервации спермы с использованием естественных внеклеточных везикул и
стволовых клеток. Внеклеточные везикулы и стволовые клетки обладают потенциальным регенера-
тивным эффектом, поскольку содержат различные биологически активные молекулы, влияющие
на репарацию сперматозоидов. Настоящий обзор посвящен современным стратегиям улучшения
состояния сперматозоидов после криоконсервации. В частности, в этом обзоре описаны результаты
исследований использования внеклеточных везикул и стволовых клеток в качестве криопротекто-
ров при заморозке и оттаивании сперматозоидов.

Ключевые слова: криоконсервация, криоповреждение, сперматозоиды, внеклеточные везикулы,
стволовые клетки
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ВВЕДЕНИЕ
Искусственное оплодотворение и криокон-

сервирование сперматозоидов являются одним
из величайших достижений, которые произвели
революцию не только в селекционной промыш-
ленности, но и в репродуктивной медицине [1].
Благодаря использованию замороженной спермы
и искусственного осеменения, семенной матери-
ал от лучших племенных быков может быть ис-
пользован для осеменения коров по всему миру [2].
Замораживание спермы животных считается обя-
зательным условием сохранения генетического
материала от особей с высокой племенной цен-
ностью, а также для животных, находящихся под
угрозой исчезновения.

При этом качественная криоконсервация спер-
мы повышает эффективность и успешность ис-
кусственного осеменения. Несмотря на достаточно
длительный период использования криоконсер-
вации в качестве сохранения спермы, процедуры
замораживания не всегда эффективны [3]. Извест-

но, что криоконсервация негативно влияет на ка-
чественные характеристики спермы, вызывая
изменения на структурном и молекулярном уров-
нях вследствие термических, механических, осмо-
тических и окислительных повреждений (рис. 1),
что, в свою очередь, влияет на способность к опло-
дотворению и последующее раннее эмбриональ-
ное развитие [4].

Также остро стоит вопрос о сохранении поло-
вых клеток у редких особей/видов животных, ко-
торые плохо переносят криоконсервацию. Реаби-
литация поврежденных сперматозоидов была бы
решающим шагом для увеличения количества
фертильных сперматозоидов. Методы улучшения
результатов искусственного оплодотворения не-
обходимы для воспроизводства диких кошачьих,
особенно снежных барсов, которые плохо раз-
множаются даже в своей естественной среде оби-
тания и практически не размножаются в неволе [5].

Одним из определяющих факторов результа-
тивности искусственного осеменения является
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совершенствование методов хранения спермы
животных в охлажденном или глубокозаморо-
женном состоянии. Значительная часть исследо-
вательских работ по криоконсервации спермы
сосредоточена на методах/подходах к повышению
эффективности замораживания, которые осно-
вываются на защите сперматозоидов от повре-
ждающего действия процедуры замораживания,
посредством применения различных разбавите-
лей, криопротекторов, антиоксидантов и пита-
тельных компонентов [6].

На современном этапе развития криобиологии
отдельное внимание уделяется восстановлению по-
врежденных сперматозоидов во время заморажи-
вания и оттаивания. В данном обзоре освещаются
стратегии защиты и/или восстановления повре-
ждений сперматозоидов, возникающих во время
криоконсервации при использовании клеток жи-
вотных или их производных совместно с тради-
ционными криопротекторами.

ВЛИЯНИЕ МЕЗЕНХИМНЫХ СТВОЛОВЫХ 
КЛЕТОК НА ХАРАКТЕРИСТИКИ СПЕРМЫ 

ЖИВОТНЫХ ПРИ КРИОКОНСЕРВАЦИИ
Мезенхимные стволовые клетки (МСК) явля-

ются неотъемлемой частью регенеративной вете-
ринарии [7, 8] и медицины [9, 10]. Считается, что
восстановление поврежденной ткани происходит
за счет мультипотентной природы МСК и связан-
ными с ней паракринными механизмами, вклю-
чающими секрецию различных сигнальных фак-
торов, главным образом белков [11].

Qamar и соавт. показали, что использование
МСК при криоконсервации спермы может быть
эффективным биологическим подходом к повы-

шению фертильности и жизнеспособности спер-
матозоидов, а также путем поддержки механизмов
восстановления посредством секреции различ-
ных белков МСК [12]. В исследовании изучалось
влияние МСК собаки, выделенных из жировой
ткани (ЖТ; Adipose-Derived Stem Cells, ADSC) на
выживаемость сперматозоидов собак. При этом
МСК-ЖТ добавляли перед замораживанием спер-
мы, перемешивали и затем смесь подвергали крио-
консервации в криосреде. После оттаивания
авторы отмечали улучшение качества спермато-
зоидов в образцах с ADSC. Вероятно, это проис-
ходило за счет воздействия стволовых клеток на
механизмы восстановления, оказывающих влия-
ние как на клеточном, так и на молекулярном
уровнях на сперматозоиды. Возможной причи-
ной улучшения могли быть белки, секретируемые
ADSC, такие как аннексин, дисферлин и фибро-
нектин, которые обычно участвуют в репарации
на клеточном уровне [12].

Известно, что аннексины играют важную роль
в экзоцитозе, эндоцитозе, агрегации, слиянии
мембран, а связывание с Ca2+-зависимой мембра-
ной делает их подходящими для восстановления
мембран [13]. Кроме того, аннексин 1 и 2 вместе
с белком дисферлином участвуют в Са2+-зависи-
мой репарации сарколеммы скелетных миоци-
тов [14].

Фибронектин регулирует клеточные процессы,
а также поддержание и восстановление повре-
жденных тканей. Кроме того, этот белок, находя-
щийся в семенной плазме, оказывает влияние
на активацию протеасом, акросомную реакцию,
конденсацию, взаимодействие гамет и эмбрио-
нальное развитие [15].

Рис. 1. Возможные повреждения сперматозоидов, возникающие после криоконсервации.
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Предположение авторов исследования о влия-
нии аннексина, дисферлина и фибронектина на
большую сохранность мембран замороженных
сперматозоидов было основано на высоких уров-
нях экспрессии генов этих белков в сперме в опыт-
ных образцах по сравнению с контрольными [12].

Следовательно, ADSC поддерживали механиз-
мы восстановления в сперме, взаимодействуя со
сперматозоидами посредством выработки раз-
личных биологически активных веществ, кото-
рые являются неотъемлемой частью механизмов
репарации. Дальнейшие исследования в этом на-
правлении необходимы для определения других
факторов, секретируемых ADSC, которые могут
играть активную роль в сохранении качества
спермы после криоконсервации.

Дальнейшие исследования in vivo также помог-
ли бы показать эффективность применения
ADSC при криоконсервации спермы. Возможно,
использование спермы, дополненной ADSC для
искусственного оплодотворения, также может
быть полезным в решении проблем, связанных
с женским репродуктивным трактом, ввиду их ре-
генеративной и мультипотентной природы [12].

ВЛИЯНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНЫХ ВЕЗИКУЛ 
НА ХАРАКТЕРИСТИКИ СПЕРМЫ 

ЖИВОТНЫХ ПРИ КРИОКОНСЕРВАЦИИ
Экзосомы, микровезикулы (МВ) – это микро-

скопические внеклеточные везикулы (ВВ) диа-
метром в несколько нанометров, выделяемые в
межклеточное пространство клетками различных
тканей. Существует несколько типов ВВ, разли-
чающихся по происхождению, размерам и т.д.
(табл. 1). Известно, что ВВ осуществляют связь
между клетками, поскольку могут переносить
белки, нуклеиновые кислоты и липиды, опосре-
дуя паракринный механизм регуляции жизнедея-
тельности тканей или клеток реципиента [16].
А также МВ, секретируемые МСК участвуют в ре-
генерации поврежденных эндогенных клеток по-
средством перемещения трофических и регуля-
торных молекул [17].

В исследованиях, проведенных Qamar с соавт.
показано, что экзосомы, полученные из МСК-ЖТ,
улучшают качество спермы собак после оттаива-
ния при совместной криоконсервации [18].

Добавление оптимальной концентрации экзо-
сом (50 мкг/мл) значительно увеличивало по-
движность и долю живых сперматозоидов после
оттаивания. При этом процент сперматозоидов
с неповрежденной плазматической мембраной был
статистически выше в образцах с добавлением
экзосом, чем в контрольных.

Оценка мРНК после оттаивания показала зна-
чительно более высокий уровень экспрессии ге-
нов, связанных с восстановлением плазматиче-

ской мембраны (ANX1, DYSF, FN1), компонентов
хроматина (H3, HMGB1), с одновременной более
низкой экспрессией гена, связанного с производ-
ством активных форм кислорода в опытных об-
разцах, чем в контрольных образцах спермы со-
бак. По результатам теста на проникновение в
слизь была показана гиперактивация обработан-
ной экзосомами спермы. При этом значительно
большее количество обработанных сперматозои-
дов проникло на глубину 1 и 3 см, чем в контроль-
ной группе. Тест на проникновение в слизь пока-
зывает способность сперматозоидов проникать в
суррогатную цервикальную слизь и обычно ис-
пользуется для оценки оплодотворения in vitro и
in vivo и частоты беременности. Авторы считают,
что описанные эффекты обусловлены экзосо-
мальными белками, которые защищают сперму
от окислительного повреждения, а также индуци-
руют восстановление мембран и хроматина [18].

Mokarizadeh с соавт. [19] показали, что добав-
ление в образцы спермы естественных MВ, полу-
ченных из МСК костного мозга крыс, приводит
к повышению качества криоконсервированной
спермы крыс. При этом происходит появление
и/или увеличение экспрессии молекул поверх-
ностной адгезии CD54, CD106, CD44 и CD29.
Эти результирующие изменения экспрессии бел-
ков клеточной мембраны сперматозоида, вероят-
но, являются прямым следствием включения МВ,
содержащих молекулы адгезии (как на трансли-
руемом уровне мРНК, так и на уровне белка),
в мембрану половых клеток. При этом повышен-
ная экспрессия CD54, CD106, CD29 и CD44 в
значительной степени зависит от количества МВ,
используемых при криоконсервации. Функцио-
нальные последствия таких изменений экспрес-
сии могут влиять на улучшение адгезивных
свойств сперматозоидов, а таже на повышение
чувствительности к паракринной и контактной
сигнализации с яйцеклетками [19].

Однако не все экзосомы, полученные из раз-
личных типов клеток, обладают одинаковым крио-
защитным эффектом при замораживании со спер-
матозоидами. Согласно исследованию Mahiddine
и соавт. [20] экзосомы МСК амниотической мем-
браны собак не обладают криопротекторными
свойствами по отношению к сперматозоидам, по
крайней мере при использовании их в качестве
добавок в концентрации 2 мкг/мл и ниже. Необ-
ходимо отметить также отсутствие отрицательно-
го влияния экзосом из МСК амниотической мем-
браны на сперматозоиды собак при криоконсер-
вации.

Согласно литературным данным, экзосомы
могут действовать на одну и ту же ткань по-разно-
му в зависимости от их концентрации и прохож-
дения клеток – доноров экзосом [21]. Вероятнее
всего, это зависит от содержания веществ в меж-
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клеточных везикулах, так как важнейшее их свой-
ство – это регуляция экспрессии генов в клетках-
мишенях при слиянии с мембраной и выделении
своего содержимого в цитоплазму [22]. В настоя-
щее время доказано, что экзосомы, как и другие
ВВ, переносят клеточно-специфические компо-

ненты клетки-источника в клетку-реципиент [23].
Известно, что МСК амниотической мембраны
способны к дифференцировке и трансдифферен-
цировке как МСК из других тканей. Но обладают
уникальными иммунофенотипическими харак-
теристиками, которые отличают эти клетки от

Таблица 1. Классификация внеклеточных везикул

Внеклеточные 
везикулы Размер, нм Особенности 

образования
Внутреннее
содержание

Предполагаемые 
функции

Апоптотические 
тельца

1000–5000 Формируются 
на терминальных 
стадиях клеточной 
гибели при фрагментации 
клетки на части, окружены 
клеточной мембраной. 
Отличительной чертой 
апоптотических телец 
от других типов внекле-
точных везикул является 
проницаемая мембрана

Геномная ДНК, 
целые органеллы, рРНК. 
Основной маркер – 
аннексин 5

Осуществляют межкле-
точное взаимодействие. 
Могут опосредовать 
горизонтальный перенос 
ДНК, РНК и рассматри-
ваться как переносчики 
сигналов 
между клетками

Микровезикулы 100–1000 Образуются путем 
выпячивания 
и отпочкования участков 
плазматической 
мембраны клетки

В целом близки к 
экзосомам. Есть данные 
о содержании в них раз-
личных белков клеточной 
адгезии, компонентов 
цитоскелета, матрикс-
ных металлопротеиназ, 
гликопротеинов, мито-
хондриальных, центро-
сомных и рибосомных 
белков. Отсутствуют 
обязательные компо-
ненты экзосом – тетрас-
панины, флотилины, 
аннексины и белки 
ESRT. Основные 
маркеры – CD40, CD62

Осуществляют межкле-
точное взаимодействие. 
Предполагается 
их роль в качестве 
биологических 
маркеров заболеваний

Экзосомы 30–150 Мембранная частица 
эндоцитозного 
происхождения, 
образующаяся внутри 
мультивезикулярных 
эндосомальных телец

Содержимое экзосом 
отражает цитозольный 
состав клеток-доноров: 
неспецифичные и ткане-
специфичные белки, 
различные виды РНК. 
Характерно присутствие 
большего количества 
онкогенных белков и 
влияние на пролифера-
цию и миграцию клеток 
в большей степени, 
чем для микровезикул. 
Основные маркеры – 
CD63, CD9, Alix, TSG101

Осуществляют межкле-
точное взаимодействие
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других МСК. Поскольку амниотическая мембра-
на имеет эмбриональное происхождение, уровни
экспрессии эмбриональных маркеров, включая
OCT3/4, SOX2, Klf4, c-Myc, Nanog и Lin28, в
МСК амниотической мембраны намного выше,
чем у МСК костного мозга. Также эти клетки экс-
прессируют маркеры плюрипотентности, такие
как L-щелочная фосфатаза, TRA-2-39, OCT4,
Nanog, SOX2 и Rex1, которые специфически экс-
прессируются в эмбриональных и зародышевых
стволовых клетках [24]. Существует мнение, что
МСК амниотической мембраны являются более
примитивными, чем МСК, обнаруженные в кост-
ном мозге [25]. Отсутствие полезных эффектов
экзосом из МСК амниотической мембраны мо-
жет быть объяснено типом клеток и, следователь-
но, факторами, которые они секретируют [26].

Неоднозначным влиянием на сохранность спер-
матозоидов после криоконсервации обладают и
ВВ семенной плазмы у разных видов животных.
ВВ вырабатываются в мужских половых путях,
включая придаток яичка и простату. Показано,
что ВВ участвуют в регуляции функции сперма-
тозоидов посредством связывания и последую-
щего слияния с их мембраной, осуществляя инте-
грацию цитозольного и мембранного составляю-
щего в половую клетку. В настоящий момент еще
четко не определены все необходимые условия
для связывания и слияния этих везикул с клет-
кой-реципиентом. Кроме того, достоверно уста-
новлено, что перенос молекул белка от везикул
семенной плазмы к сперматозоидам возможен
только при наличии определенного значения pH,
температуры и в присутствии цинка [27].

Результаты исследований ряда авторов пока-
зали, что экзосомы семенной плазмы (ЭСП) об-
ладают криопротекторным действием по отно-
шению к сперматозоидам [22, 28]. Исследования
Du с соавт. продемонстрировали, что ЭСП хряка
могут усиливать антиоксидантные свойства спер-
матозоидов, снижать содержание малонового ди-
альдегида, поддерживая целостность плазматиче-
ской мембраны сперматозоидов, улучшать по-
движность сперматозоидов, а также подавлять
преждевременную капацитацию. Флуоресцентная
и сканирующая электронная микроскопия про-
демонстрировали, что экзосомы напрямую свя-
зываются с мембраной головки сперматозоида.
По мнению исследователей, это улучшает це-
лостность плазматической мембраны спермато-
зоида, но не влияет на капацитацию, индуциро-
ванную in vitro [29].

Известно, что существует определенная изби-
рательность в связывании ЭСП со сперматозои-
дами, зависящая от специфичности сайтов свя-
зывания. Так, Zhou и соавт. показали, что экзосо-
мы из придатка семенника имеют определенное
сродство к постакросомальной области головки

сперматозоида [30], тогда как экзосомы, полу-
ченные из вспомогательных половых желез, будут
иметь сродство ко всем доменам клеточной мем-
браны головки: акросомному гребню, акросоме и
постакросоме [20]. Исследователи считают, что
экзосомы, которые связываются с головкой спер-
матозоида, будут влиять на емкость, акросомаль-
ную реакцию и способность слияния с ооцитом,
тогда как те, которые сливаются со средней и ос-
новной частью хвоста, будут оказывать большее
влияние на активность митохондрий, энергети-
ческий метаболизм и подвижность [31].

В то же время Goericke-Peschab с соавт. проде-
монстрировали отсутствие положительного эф-
фекта МВ семенной плазмы на качество сперма-
тозоидов собак как при их совместной криокон-
сервации, так и при добавлении МВ после
оттаивания образцов [32]. В контрольных образ-
цах эякулятов МВ удаляли для получения чистой
спермы. Проведенные эксперименты показали
кратковременное благотворное влияние МВ
только на скоростные параметры сперматозоидов
после оттаивания по сравнению с группой кон-
троля. Однако этот эффект нивелировался через
30 мин после размораживания. В своих выводах
ученые поставили под сомнение целесообраз-
ность использования МВ семенной плазмы при
криоконсервации с целью повышения качества
сперматозоидов собаки после размораживания [32].

Данные, полученные Ferraz с соавт., демон-
стрируют возможность применения ВВ домашних
животных одного вида для успешной криокон-
сервации образцов спермы редких и исчезающих
животных другого вида [33]. Авторами установле-
но, что ВВ из яйцеводов собак и кошек улучшают
состояние сперматозоидов красного волка и ге-
парда после криоконсервирования. В частности,
сперма красного волка и гепарда, размороженная
с ВВ из яйцеводов собаки и кошки, имела больше
неповрежденных акросом, чем контрольные об-
разцы. Кроме того, сперму красного волка в при-
сутствии ВВ из яйцевода собаки лучше поддер-
живала подвижность сперматозоидов с течением
времени. Однако такого эффекта не наблюдалось
в образцах со сперматозоидами гепарда.

Положительный эффект везикул исследовате-
ли объясняют тем, что они несут важные для
функции сперматозоидов белки, которые улуч-
шают не только подвижность после оттаивания,
но увеличивают сохранность акросом спермы
красного волка и гепарда in vitro. Результаты про-
веденной работы показывают, что эти ВВ могут
быть ценным инструментом для улучшения усло-
вий криохранения спермы у видов, находящихся
под угрозой исчезновения [33].
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Общепризнанным фактом является то, что
сперма разных видов животных обладает разной
чувствительностью к криоконсервированию [34].
Успешность криоконсервации сперматозоидов
определяется сложным взаимодействием мем-
браны сперматозоида с семенной плазмой, с раз-
бавителем и подбором приемлемых методов за-
мораживания. Целостность мембраны является
очень важной для нормального функционирова-
ния сперматозоидов после оттаивания. Потеря
поверхностных белков, таких как рецептор про-
гестерона, особенно из акросомы, может ухуд-
шить качество после оттаивания и оплодотворя-
ющую способность сперматозоида [35]. Следова-
тельно, структурная целостность сперматозоидов
является необходимым условием для правильно-
го функционирования и оплодотворения ооци-
тов и последующее эмбриональное развитие ор-
ганизма [36].

Большинство протоколов замораживания спер-
мы млекопитающих включают удаление семен-
ной плазмы перед криоконсервацией с помощью
центрифугирования [37], что практически сводит
к минимуму защитное действие антиоксидант-
ных ферментов семенной плазмы от окислитель-
ного стресса [38].

При этом биосинтетическая способность спер-
матозоидов ограничена, что служит главным пре-
пятствием для их самовосстановления после по-
вреждения [38]. Однако многие внешние факторы
контролируют функцию сперматозоидов, действуя
через поверхностные и мембранные компонен-
ты, поэтому ряд исследователей выдвинули гипо-
тезу, что использование МСК/микровезикул при
криоконсервации спермы может быть эффектив-
ным биологическим подходом для повышения
фертильности и жизнеспособности сперматозои-
дов за счет поддержки механизмов репарации по-
средством секреции различных белков. Но при
использовании МСК и ВВ необходимо учиты-
вать, что стволовые клетки и их производные из
различных тканей продуцируют вещества с не-
одинаковой биоактивностью по отношению к
клеткам-реципиентам. Поэтому для МСК и ВВ
должны быть разработаны стандарты измерений
контроля качества и протоколов безопасности, а
также эффективности использования для ком-
мерческих целей при искусственном оплодотво-
рении.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов
интересов, связанных с публикацией настоящей
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Modern Trends of the Application of Stem Cells and Their Derivatives 
during Cryopreservation of Animal Sperm
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Cryopreservation is an important method for preserving sperm from various organisms. However, freezing
gametes often leads to various types of cell damage, which affects the outcome of artificial insemination. After
thawing, spermatozoa usually have ultrastructural, biochemical and functional changes such as cell mem-
brane and chromatin damage and oxidative stress. Since spermatozoa have limited biosynthetic capacity, they
have a low capacity to regenerate. The current trend is to improve the sperm cryopreservation regime using
natural extracellular vesicles and stem cells. Extracellular vesicles and stem cells have a potential regenerative
effect, as they contain various biologically active molecules affecting sperm repair. This review focuses on
current strategies to improve sperm health after cryopreservation. In particular, this review describes the re-
sults of studies on the use of extracellular vesicles and stem cells as cryoprotectors during freezing and thawing
of spermatozoa.
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Проведено количественное исследование подпороговых возбуждающих постсинаптических потен-
циалов (ВПСП), регистрируемых внутриклеточно, в гигантских премоторных интернейронах ви-
ноградной улитки после формирования условного оборонительного рефлекса пищевой аверзии
при повышенном уровне серотонина в организме. Результаты показывают достоверное увеличение
количества низкоамплитудных ВПСП с амплитудой от 0.3 до 0.5 мВ в премоторных гигантских ин-
тернейронах оборонительного поведения после обучения при повышенном уровне серотонина. На-
блюдаемое увеличение количества ВПСП может говорить либо об увеличении количества по-
тенциалов действия в соответствующих пресинаптических нейронах, либо об увеличении ампли-
туд ВПСП, ранее не поддававшихся обнаружению.

Ключевые слова: нейрон, обучение, ВПСП, синаптическая пластичность, мембранный потенциал,
серотонин
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ВВЕДЕНИЕ

Серотонин является одним из широко распро-
страненных и наиболее изученных медиаторов
нервной системы [1, 2]. Он играет важную роль в
процессах обучения и формирования памяти,
участвует в модуляции силы синаптической связи
[3–6]. Целью данной работы было исследование
изменений фоновой (подпороговой) электриче-
ской активности в гигантских премоторных ин-
тернейронах виноградной улитки после ассоциа-
тивного обучения при воздействии предшественни-
ка синтеза серотонина 5-окситриптофана (5-HTP),
приводящего к повышению уровня серотонина в
организме.

Регистрация подпороговой фоновой актив-
ности нейрона позволяет составить картину сум-
марной электрической активности входящих
синапсов. Для реализации данной цели была
поставлена задача: провести анализ изменения
фоновой активности премоторных интернейро-
нов при формировании условного рефлекса авер-

зии к определенному виду пищи у виноградной
улитки после аппликации 5-HTP.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Формирование условного оборонительного ре-

флекса аверзии к пище (УОР). Для данного экспе-
римента были выбраны здоровые на вид и по-
движные брюхоногие легочные моллюски Helix
pomatia. До начала эксперимента в течение 14 дней
данные животные поддерживались в активном
состоянии. Влажность и температура, необходи-
мая для поддержания активного состояния, кон-
тролировалась в террариуме с помощью измери-
тельных приборов. В качестве пищи использова-
лась морковь. За 3 дня до начала и на протяжении
всего времени эксперимента животные не полу-
чали пищи, что является стандартной процедурой
при формировании оборонительного рефлекса
аверзии к определенному виду пищи и связано с
необходимостью поддержания моллюсков в ак-
тивном состоянии [4]. Далее животные были по-
делены на четыре группы: экспериментальная

УДК 577.35+612.17
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группа – 5-HTP + УОР, экспериментальная груп-
па – 5-HTP, экспериментальная группа – УОР,
контрольная группа (интактные).

Животным первой и второй эксперименталь-
ной группы в течение 4 дней инъецировали пред-
шественник синтеза серотонина 5-HTP (n = 5)
в концентрации 1 ммоль/л. Фармакологический
эффект 5-HTP в организме проявляется в значи-
тельном повышении содержания серотонина уже
через 30 мин после инъекции с достижением мак-
симальной величины через 1ч и продолжительно-
стью повышенного содержания серотонина в не-
сколько часов [7].

Ежедневно у животных первой эксперимен-
тальной группы через 1 ч после инъекции 5-HTP
вырабатывали УОР. У животных третьей группы
вырабатывали УОР без предварительной инъек-
ции 5-HTP. УОР вырабатывали с использованием
следующей методики: в качестве условного сти-
мула предъявляли кусок огурца, который под-
носили на металлическом стержне к оральной
области улитки. В момент первого жевательного
движения виноградной улитки через стержень
пропускали ток величиной в 1–2 мА, что служило
безусловным стимулом, вызывающим оборони-
тельную реакцию. Между данными сочетаниями
пищи и тока делали паузы, длительностью 5–7 мин.
В день проводилось 2 сессии по 10 сочетаний в
каждой. Для подтверждения сформированности
рефлекса животному предоставлялся огурец в те-
чение 3 мин и если улитка отказывалась брать ку-
сок огурца в течение этого периода, то такую ре-
акцию принимали за отказ от данного вида пищи.
Рефлекс в среднем вырабатывался после предъ-
явления 80 сочетаний стимулов за 4 дня. Живот-
ные контрольной группы сохранялись интактны-
ми и содержались в одинаковых условиях с экспе-
риментальными группами.

Исследования были проведены на 22 улит-
ках: 1) группа обученных улиток с аппликацией
5-HTP – группа улиток, которые были инъеци-
рованы 5-HTP и у которых был сформирован ре-
флекс аверзии на пищу – 5 улиток (n = 9 зареги-
стрированных нейронов); 2) группа с апплика-
цией 5-HTP – группа улиток, которые были
инъецированы 5-HTP – 5 улиток (n = 9 зареги-
стрированных нейронов); 3) группа обученных
улиток – группа улиток, у которых был сформи-
рован условно-оборонительный рефлекс – 5 ули-
ток (n = 7 зарегистрированных нейронов); 4) кон-
трольная группа – группа интактных животных –
5 улиток (n = 7 зарегистрированных нейронов).

Все экспериментальные процедуры были вы-
полнены с соблюдением правил и норм этическо-
го комитета Казанского федерального универси-
тета.

Электрофизиологическая установка. Электро-
физиологические измерения проводились по

стандартной методике при комнатной температу-
ре с применением одного или двух внутриклеточ-
ных стеклянных микроэлектродов, имевших со-
противление 5–25 МОм и заполненных раство-
ром 2.5 М КСl [8–10]. Раствор микроэлектрода
соединялся с регистрирующей аппаратурой по-
средством проводящей ток цепочки “агаровый
мостик–хлорсеребряный электрод”. Индиффе-
рентный электрод представлял собой симметрич-
ную цепочку, агаровый конец которой опускался
в омывающий препарат раствор. Подведение
микроэлектродов к клеткам проводилось под ви-
зуальным контролем с помощью бинокулярного
микроскопа. Запись производилась с помощью
компьютера со встроенным аналого-цифровым
преобразователем.

Для регистрации электрических характери-
стик нервных клеток используют микроэлектро-
ды. Основной недостаток металлических и гра-
фических микроэлектродов при размерах 0.5 мкм –
хрупкость или малая жесткость кончика. Это не
позволяет использовать их для внутриклеточного
введения. Поэтому для внутриклеточной реги-
страции мембранных электрических характери-
стик наиболее удобными являются стеклянные
микроэлектроды [10, 11].

Стеклянный микроэлектрод представляет со-
бой стеклянную микропипетку с диаметром кон-
чика около 0.5 мкм, которая заполняется раство-
ром электролита (для внутриклеточных элек-
тродов – 2.5 М раствора KCl). Микроэлектроды
готовили из капилляров с наружным диаметром
1.5 мм на специальной микрокузнице. Пригод-
ность микроэлектрода определяется формой, раз-
мерами кончика и электрическим сопротивлени-
ем. Существуют различные способы заполнения
микроэлектродов. Нами использовался способ
заполнения через ствол без дополнительных воз-
действий. Заполнение происходило быстро бла-
годаря нескольким тонким капиллярам внутри
микропипетки. Заполненные электроды имели
сопротивление 5–25 МОм.

Параметры фоновой активности интернейронов
париетального ганглия виноградной улитки. Элек-
трофизиологические измерения проводились по
методике регистрации трансмембранного потен-
циала, позволяющей обнаружить возбуждающие
постсинаптические потенциалы (ВПСП) с ам-
плитудой от 0.3 мВ. В ходе эксперимента анали-
зировали синаптический приток в премоторных
гигантских интернейронах: LPa2, LPa3, RPa2 и
RPa3. ВПСП определялись визуально по харак-
терной форме изменения мембранного потенци-
ала [11]. Параметры, способствующие регистрации
ВПСП, были связаны с достижением минималь-
ных шумов, усреднением полученных регистра-
ций с необходимыми параметрами усреднения и
подбором оптимальных масштабов отображения
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кривых. На основании серий длительных реги-
страций трансмембранных потенциалов молчащих
премоторных нейронов, полученных в экспери-
менте, была разработана методика, позволяющая
количественно оценить суммарный синаптиче-
ский приток отдельного нейрона на основании
регистраций мембранного потенциала длитель-
ностью в 30 мин.

Для описания наблюдаемых изменений мем-
бранного потенциала интернейронов были вы-
браны следующие параметры синаптической фо-
новой активности интернейронов париетального
ганглия: средняя амплитуда и среднее количество
ВПСП. В качестве пороговой амплитуды ВПСП
была принята величина 0.3 мВ, так как данная ве-
личина позволяла уверенно идентифицировать
ВПСП на уровне шумов (рис. 1).

Статистическая обработка результатов. В рабо-
те приведены средние значения измеряемых ве-
личин и стандартные ошибки среднего. Досто-
верность отличий средних значений параметров
между контрольной и экспериментальной груп-
пой проверяли при помощи непараметрического
критерия Манна–Уитни. Была использована
программа SigmaPlot 11. Статистическая значи-
мость оценивалась по p < 0.05.

PЕЗУЛЬТАТЫ И ОБCУЖДЕНИЕ

В фоновой электрической активности премо-
торных интернейронов наблюдались одиночные
ВПСП различной амплитуды. Был проведен ана-
лиз частоты появления ВПСП в исследуемых
нейронах у групп интактных животных (количе-
ство нейронов n = 7), у животных с УОР (количе-
ство нейронов n = 7) животных после инъекции
5-HTP (количество нейронов n = 9) и у животных,
которых обучали после инъекции 5-HTP (коли-
чество нейронов n = 9). Все наблюдаемые ВПСП
были разделены по величине их амплитуды на
интервалы: 1) от 0.3 до 0.5 мВ, 2) от 0.5 до 1.0 мВ,
3) от 1.0 до 1.5 мВ, 4) от 1.5 до 2.0 мВ, 5) от 2.0 мВ
до порога. Было найдено, что частота появления
ВПСП амплитудой от 0.3 до 0.5 мВ значимо (p <
< 0.05) увеличивается в группе животных, кото-
рых обучали после инъекции 5-HTP (рис. 2). Также
наблюдается недостоверная тенденция к увели-
чению количества ВПСП у группы 5-HTP +
+ УОР по сравнению с группами 5-HTP и УОР.
Достоверных изменений в частоте появлений
ВПСП других амплитуд обнаружено не было
(рис. 3–5).

Таким образом, наши эксперименты показали,
что инъекция 5-HTP с последующим обучением у

Рис. 1. Пример регистрации ВПСП (а) и способ вычисления его амплитуды (б). Усреднение по 100 точкам при шаге
оцифровки сигнала 0.1 мс.

а

б

0.8 мВ
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Рис. 2. Среднее значение количества одиночных ВПСП с амплитудой от 0.3 до 0.5 мВ; * – статистически значимое от-
личие группы от контроля при р < 0.05.
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Рис. 3. Среднее значение количества одиночных ВПСП с амплитудой от 0.5 до 1 мВ.
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Рис. 4. Среднее значение количества одиночных ВПСП с амплитудой от 1 до 1.5 мВ.
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виноградной улитки приводит к достоверному
увеличению частоты появлений ВПСП амплиту-
дой от 0.3 до 0.5 мВ. При этом наблюдалась
недостоверная тенденция к увеличению количе-
ства ВПСП этого интервала амплитуд после
отдельной выработки условного оборонительно-
го рефлекса аверзии на пищу, а также в группе с
отдельными инъекциями 5-HTP. Это увеличе-
ние количества низкоамплитудных одиночных
ВПСП может говорить либо об увеличении коли-
чества потенциалов действия в соответствующих
пресинаптических нейронах, либо об увеличении
амплитуды ВПСП, ранее не поддававшихся обна-
ружению. Предпринятый нами анализ подпоро-
говой фоновой активности молчащих премотор-
ных интернейронов оборонительного поведения
виноградной улитки позволил найти изменения в
синаптическом входе, связанные с воздействием
предшественника синтеза серотонина 5-HTP,
а также с выработкой условного оборонительного
рефлекса пищевой аверзии на фоне аппликации
5-HTP.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Источники финансирования. Работа выполнена
при финансовой поддержке Программы страте-
гического академического лидерства Казанского
федерального университета (ПРИОРИТЕТ-2030).

Соответствие принципам этики. Все экспери-
ментальные процедуры были выполнены с со-
блюдением правил и норм этического комитета
Казанского федерального университета.
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Рис. 5. Среднее значение количества одиночных ВПСП с амплитудой от 1.5 до 2 мВ.
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Action of Serotonin Precursor Synthesis 5-Oxytryptophan on EPSP Recorded
in Premotor Interneurons of Snail after Formation of Conditioned Defensive Reflex
A. I. Arslanov1, *, D. I. Silantyeva1, V. V. Andrianov1, 2, I. B. Deryabina1, Kh. L. Gainutdinov1, 2

1Kazan Federal University, Kazan, 420008 Russia
2Zavoisky Physical-Technical Institute of the Federal Scientific Center of Russian Academy of Sciences, Kazan, 420029 Russia

*e-mail: arslanov-1999@mail.ru

A quantitative study of subthreshold excitatory postsynaptic potentials (EPSP) recorded intracellularly in gi-
ant premotor interneurons of the terrestrial snail was carried out after the formation of a conditioned defen-
sive reflex of food aversion in snails with increased level of serotonin. The results showed a significant increase
in the number of low-amplitude EPSP with an amplitude from 0.3 to 0.5 mV in the giant premotor interneu-
rons of defensive behavior after learning and increasing the level of serotonin. The observed increase in the
number of EPSP may indicate either an increase in the number of action potentials in the corresponding pre-
synaptic neurons or an increase in the amplitudes of the EPSP that were previously undetectable.

Keywords: neuron, training, EPSP, synaptic plasticity, membrane potential, serotonin
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Метод оценки метаболических характеристик интактных клеток на основе регистрации их дыха-
тельной активности использовали для отслеживания реакции лимфоцитов на потенциальный фар-
макологический агент 2-(хлординитрометил)-4-метокси-6-(4-метилпиперазин-1-ил)-1,3,5-триазин.
Использованный метод обеспечил выполнение анализа цитотоксического действия тестируемого
соединения, что позволило определить его пороговые токсические концентрации для лимфоцитов
человека. Показано, что полученные результаты согласуются с данными эталонного метода – МТТ-
теста цитотоксичности.
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электрод Кларка, триазин
DOI: 10.31857/S0233475523050055, EDN: OETRRZ

ВВЕДЕНИЕ

Общеизвестно, что клетки живых организмов
характеризуются широким разнообразием мета-
болических путей и ферментов, которые их и осу-
ществляют. Активность этих ферментов обеспе-
чивает жизнеспособность клеток и опосредует все
происходящие в них процессы. Особенности этих
процессов отражают состояние клеток и могут
использоваться в целях диагностики и прогнози-
рования этого состояния при воздействии раз-
личных факторов (в том числе токсических со-
единений), что находит применение в различных
областях биологии и медицины [1].

Почти любой процесс окисления и утилизации
органических веществ в живых клетках в конеч-
ном итоге замыкается на компонентах электрон-
транспортной дыхательной цепи. Это приводит к
поглощению кислорода клетками из окружаю-
щей среды. При этом уровень такого поглощения
кислорода пропорционален метаболической ак-
тивности клеток и зависит как от используемого
субстрата, так и от состояния клеток и наличия в
них тех или иных ферментов [2]. Очевидно, что
клетки различных организмов или тканей, а так-

же клетки, подвергавшиеся или не подвергавши-
еся какому-либо значимому воздействию, будут
характеризоваться качественными и количествен-
ными различиями активности в отношении на-
бора определенных субстратов. Следовательно,
поглощение кислорода при разложении и транс-
формации субстратов клетками также можно ис-
пользовать для оценки биохимических особенно-
стей этих клеток и их состояния в целом.

Электрод Кларка широко используется для из-
мерения концентрации кислорода в физиологи-
ческих жидкостях, а также для разработки фер-
ментных и клеточных биосенсоров – устройств
на биологической основе для измерения концен-
трации определенных веществ в среде. При фор-
мировании таких биосенсоров биологический
материал (фермент или клетки), способный окис-
лять анализируемое вещество с потреблением
кислорода, располагают в непосредственной бли-
зости от рабочей зоны электрода Кларка. При на-
личии анализируемого вещества в среде оно кон-
тактирует с этим ферментом или клетками, окис-
ляется ими, при этом концентрация кислорода
снижается пропорционально интенсивности та-
кого окисления, что и регистрирует электрод [3, 4].

УДК [57.088.6+57.085.23::612.112.94:[577.121.7+57.083.37::547.874]
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Однако, как следует из вышеизложенного, по-
добные устройства можно использовать не толь-
ко для химического анализа компонентов среды,
но и для оценки состояния или гибели клеток.

Первые работы, в которых описаны аналоги
такого подхода, относятся к 60-м годам прошлого
века. В то время ряд авторов измеряли поглоще-
ние кислорода в выделенных митохондриях и ли-
затах клеток для определения активности некото-
рых ферментов [5–8]. Этот подход был близок к
методике, использованной в данной работе, од-
нако авторы всех этих работ выполняли анализ в
клеточном лизате или выделенных органеллах, а
не в живых клетках. В дальнейшем исследователи
стали использовать в этих целях другие методы –
спектрофотометрию, масс-спектрометрию, хро-
матографию и т.д., а основной областью приме-
нения исследований дыхательной активности
клеток стала разработка биосенсоров и биотоп-
ливных ячеек [9–12]. В настоящее время исполь-
зование электрохимической регистрации кисло-
рода в биохимии сводится к частным аспектам,
связанным с дыхательной активностью клеток
[13–17]. При этом авторы, как правило, считают
регистрируемую активность следствием процес-
сов, происходящих только в митохондриях, и не
связывают ее с активностью клетки в целом [18–22].
Вместе с тем, сфера применения такого подхода
может быть существенно расширена с учетом то-
го, что он предоставляет возможность количе-
ственного измерения процессов, происходящих
в живых интактных клетках, в режиме реального
времени, что невозможно для большинства дру-
гих методов, входящих в арсенал современной
биохимии.

В ряде работ для оценки токсического дей-
ствия различных факторов на клетки использу-
ются так называемые сенсоры токсичности –
биосенсорные устройства, в которых применяют
клетки, гибнущие или снижающие свою актив-
ность при контакте с исследуемым веществом.
Описано, например, использование таких сенсо-
ров на основе бактериальных клеток для тестиро-
вания эффективности антибиотиков и геноток-
сичных веществ [23, 24]. Сенсоры токсичности
могут быть основаны как на оценке дыхательной
активности (в том числе посредством электрода
Кларка) [25], так и на других принципах, напри-
мер, измерении биолюминесценции [26]. Следу-
ет отметить, что сенсоры токсичности применя-
ют не только для тестирования лекарственных
препаратов, но и при выявлении неблагоприят-
ных факторов в экосистемах в природоохранных
целях [27].

Исходя из вышесказанного, можно сделать
вывод, что дыхательную активность клеток мож-
но рассматривать как показатель интегральной
активности их аэробных ферментных систем при

введении различных субстратов, в том числе ток-
сических соединений и, в частности, потенциаль-
ных противоопухолевых агентов. Снижение ме-
таболической активности при воздействии ток-
сического фактора в таком случае будет являться
показателем степени и интенсивности гибели или
повреждения клеток. Подобный подход, основан-
ный на измерении потребления кислорода и вы-
деления кислых продуктов, использован компа-
нией Agilent в анализаторе Seahorse XF для иссле-
дования различных аспектов функционирования
клеток, в том числе для тестирования потенци-
альных лекарственных препаратов [28]. Кроме
того, реализация этого подхода для оценки цито-
токсичности кларитромицина и метанола для
срезов печени описана авторами в статье [29].

В данной работе предпринято исследование
возможности использования подхода, основан-
ного на применении кислородного электрода
Кларка с иммобилизованными лимфоцитами че-
ловека, для оценки цитотоксичности потенци-
ального противоопухолевого препарата 2-(хлор-
динитрометил)-4-метокси-6-(4-метилпиперазин-1-
ил)-1,3,5-триазина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа была выполнена на базе лаборатории

неинфекционной иммунологии Научно-образо-
вательного профессионального центра генетиче-
ских и лабораторных технологий (НОПЦ ГЛТ)
ФГБОУ ВО СамГМУ Минздрава России.

В качестве тестируемого цитотоксического со-
единения использовали потенциальный проти-
воопухолевый агент 2-(хлординитрометил)-4-ме-
токси-6-(4-метилпиперазин-1-ил)-1,3,5-триазин
(2-ХММТ), синтезированный в Самарском госу-
дарственном техническом университете (рис. 1).
Его близкие аналоги известны как пролекарства,
которые для проявления своей противоопухоле-
вой активности должны пройти ряд метаболиче-
ских превращений в организме, в результате ко-
торых образуются алкилирующие агенты [30].
Последние, вступая в реакцию с нуклеотидами
и внедряясь в ДНК и РНК опухолевой клетки,
блокируют ее деление и экспрессию генов, что
считается основным, но не единственным цито-
токсическим эффектом подобных соединений.
Примером триазина, используемого для лечения
злокачественных заболеваний, является алтрета-
мин, который применяют в схемах лечения рака
яичников. Согласно результатам QSAR-модели-
рования на веб-ресурсе PASS Online (http://
www.way2drug.com/passonline/index.php), 2-ХММТ
является потенциальным алкилирующим аген-
том, ингибитором лейкопоэза, взаимодействует с
рядом цитокинов, выделяемых лейкоцитами, и
обладает терапевтическим потенциалом при ле-
чении глиомы, рака яичников и рака костей.
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С учетом этого, в качестве клеток-мишеней нами
были выбраны лимфоциты (мононуклеары пери-
ферической крови) условно здоровых доброволь-
цев. Выбор данных клеток обусловлен доступно-
стью биоматериала, простотой выделения, веду-
щей ролью в поддержании иммунного гомеостаза
организма, особенно при проведении химиотера-
пии, а также достаточно высокой чувствительно-
стью к действию цитотоксических препаратов.

Исследование выполняли на образцах цель-
ной периферической венозной крови, которую
забирали путем венепункции в вакутейнеры с
EDTA К2. Все пробы периферической крови до-
ставляли в лабораторию с соблюдением темпера-
турного режима и подвергали исследованию не
позже 2 ч после взятия.

Лимфоциты, выделенные центрифугированием
на градиенте плотности фиколла ρ = 1.077 г/см3

(ООО “БиолоТ”, Россия), непосредственно по-
сле выделения наносили на хроматографическую
стеклобумагу GF/A (Whatman, Великобритания)
из расчета порядка 2–3 миллионов клеток на од-
но нанесение. Такое количество клеток занимало
на носителе площадь порядка 3 × 3 мм. Этот
фрагмент стеклобумаги с клетками помещали
в рабочую зону кислородного электрода Кларка
ДКТП-02.4, подключенного к анализатору “Экс-
перт-001” (ООО “Эконикс-Эксперт”, Россия), и
механически фиксировали с помощью капроно-
вой сетки с плотностью 30 ячеек/см2 и прижим-
ного кольца. Электрод с клетками помещали в
кювету, содержащую 2 мл рабочей среды (физио-
логический раствор с фосфатным буфером, рН 7.6)
и размещенную на магнитной мешалке, и тща-
тельно промывали, несколько раз меняя рас-
твор, до установления стабильной концентра-
ции растворенного кислорода в окружении кле-
ток, после чего в кювету вносили субстрат и
регистрировали изменение концентрации рас-
творенного кислорода.

В качестве потенциальных индикаторных суб-
стратов, ответ на которые можно было бы считать
показателем метаболической активности лимфо-
цитов, использовали растворы глюкозы, глицина,
лизина, орнитина, глицерофосфата натрия, цит-
рата натрия и тартрата натрия (ООО “АО РЕА-
ХИМ”, Россия), конечная концентрация суб-
стратов в кювете составляла 50 мМ. Целью данно-
го этапа являлся поиск оптимального субстрата,
вызывающего выраженную дыхательную актив-
ность клеток и заведомо не оказывающего токси-
ческого влияния. Выбор соединений основывал-
ся на их принадлежности к субстратам централь-
ного метаболизма или близким производным,
способным проходить через клеточные мембраны и
опосредованно вовлекаемым в процесс окисли-
тельного фосфорилирования (как известно, со-
провождающегося потреблением кислорода) че-
рез NAD-зависимые дегидрогеназы (глюкоза,
глицерофосфат, цитрат, тартрат), либо к амино-
кислотам, которые участвуют во многих биохи-
мических процессах в клетке и также могут ис-
пользоваться в реакциях центрального метабо-
лизма после дез- или трансаминирования.

Регистрацию и обработку сигналов осуществ-
ляли на персональном компьютере с использова-
нием программного обеспечения Эксперт-00х
(ООО “Эконикс-Эксперт”) в течение ~5–10 мин,
после чего электрод вместе с клетками промыва-
ли путем многократной смены рабочей среды до
восстановления исходного равновесного уровня
кислорода в кювете (~5–15 мин). Данный подход
обеспечивал многократное использование клеток
без их замены. В качестве измеряемой величины
сигнала и условного показателя активности кле-
ток в данной системе использовали максималь-
ную скорость изменения концентрации рас-
творенного кислорода после внесения субстрата
(мг O2/л с), рассчитанную в программном обес-
печении Эксперт-00х. В дальнейшем для этого
параметра использовали термин “ответ” клеток
на исследуемый субстрат. Каждое измерение в
ходе экспериментов выполняли в трех повторах.

В экспериментах по оценке токсического воз-
действия 2-ХММТ вначале (т.е. до введения те-
стируемого соединения) регистрировали ответ
лимфоцитов на глицерофосфат натрия, который
принимали за 100% по отношению к ответам на
данный субстрат, регистрируемым далее в ходе
эксперимента после воздействия 2-ХММТ. По-
сле этого выполняли промывку кюветы рабочей
средой до установления стабильной концентра-
ции растворенного кислорода в окружении кле-
ток, и по ее окончании в кювету добавляли рас-
твор 2-ХММТ и измеряли потребление кислоро-
да в течение 30 мин. Затем вновь выполняли
промывку рабочей средой и повторно измеряли
ответ на глицерофосфат натрия для оценки оста-
точной метаболической активности клеток. Такой

Рис. 1. Структурная формула протестированного по-
тенциального противоопухолевого агента.
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цикл, за исключением регистрации начального
ответа на глицерофосфат, выполняли для каждой
протестированной концентрации 2-ХММТ, при-
чем учитываемыми параметрами являлись как
непосредственный ответ клеток на токсический
субстрат, так и их остаточная активность после
его воздействия.

В качестве эталонного метода для оценки ци-
тотоксичности 2-ХММТ использовали МТТ-
тест, основанный на применении тетразолиевого
красителя, свободно проникающего через мем-
браны клеток и преобразуемого ферментами ми-
тохондрий живых клеток в окрашенное соедине-
ние – формазан. В погибших клетках эти фер-
менты не действуют и такого преобразования не
происходит, поэтому интенсивность полученно-
го окрашивания прямо пропорциональна коли-
честву живых (т.е. выживших после действия пре-
парата) клеток в лунке [31].

Для проведения МТТ-теста выделенные на
градиенте плотности фиколла лимфоциты куль-
тивировали в стерильных условиях в полной пи-
тательной среде, содержащей или не содержащей
различные концентрации 2-ХММТ. Полная пи-
тательная среда состояла из среды 199 с L-глута-
мином и 10% сыворотки эмбрионов крупного ро-
гатого скота (ООО “БиолоТ”, Россия). Лимфоци-
ты инкубировали в полистироловых 96-луночных
планшетах (АО “Фирма Медполимер”, Россия)
из расчета 300 тысяч клеток на лунку при 37°С
в атмосфере 5% CO2 в течение 72 ч. Для оценки
ингибиторного эффекта 2-ХММТ в лунки вноси-
ли водные растворы препарата в концентрациях
50, 10 и 5 мкМ.

По истечении 70 ч инкубирования планшет
доставали из CO2-инкубатора, переносили в ла-
минарный бокс и в каждую лунку планшета до-
бавляли по 10 мкл раствора МТТ в концентрации
(8 мг/мл), перемешивали покачиванием и допол-
нительно инкубировали при 37°С в атмосфере 5%
CO2 в течение 2 ч. По истечении этого времени
планшет центрифугировали в течение 10 мин при
400 g, а затем с помощью автоматического лабо-
раторного дозатора удаляли культуральную среду,
не затрагивая осевшие клетки, после чего добав-
ляли диметилсульфоксид в объеме 200 мкл для
солюбилизации формазана.

Оптическую плотность во всех лунках план-
шета измеряли при длине волны 570 нм на много-
функциональном планшетном ридере Tecan Infinity
200 Pro (Tecan Instruments, Австрия). По получен-
ным данным рассчитывали процент жизнеспо-
собности клеток в каждой лунке относительно
контроля с построением графиков зависимости
процента жизнеспособных клеток от концентра-
ции 2-ХММТ с последующим определением по-
роговой токсической концентрации и концен-
трации полумаксимального ингибирования IC50.

Пороговой токсической концентрацией считали
концентрацию 2-ХММТ, обеспечивавшую мини-
мальный (пороговый) токсический эффект, ста-
тистически значимо отличающийся от показате-
ля, наблюдаемого для образца, не содержащего
тестируемого соединения.

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием Microsoft Office Excel 2016
с надстройкой Attestat 12.5 (И.П. Гайдышев, Рос-
сия). Для оценки статистической значимости
различия показателей использовали критерий
Манна–Уитни. Статистически значимыми счи-
тали различия при уровне значимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Применение кислородного электрода Кларка

с нанесенными в область рабочей зоны лимфоци-
тами позволяло регистрировать потребление кис-
лорода клетками в реальном времени. После
промывки в окружении лимфоцитов устанавли-
валась постоянная концентрация кислорода, от-
ражающая равновесие между фоновыми метабо-
лическими процессами в клетках и поступлением
кислорода в рабочую среду из атмосферы при пе-
ремешивании среды на мешалке. Это отобража-
лось на графике регистрируемого сигнала в виде
горизонтальной линии. После введения субстра-
та в кювету происходило его равномерное пере-
мешивание, поглощение и утилизация клетками
в ходе метаболических реакций. Это приводило к
снижению концентрации кислорода в рабочей
среде вследствие усиления окислительных про-
цессов в клетках, сопровождающихся активиза-
цией их дыхательной цепи. При введении токси-
ческих соединений, напротив, наблюдалось уве-
личение концентрации растворенного кислорода
ввиду угнетения фонового окислительного мета-
болизма клеток, и такой ответ в дальнейшем на-
зывали “токсическим ответом” (рис. 2).

Скорость снижения концентрации кислорода
была пропорциональна концентрации субстрата,
однако отличалась для различных субстратов,
вводимых в одинаковых концентрациях. На рис. 3
приведен набор ответов лимфоцитов на различ-
ные протестированные субстраты. Из данного
графика видно, что интактные лимфоциты обла-
дали наибольшей чувствительностью по отноше-
нию к органическим кислотам, в то время как их
активность в отношении глюкозы и аминокислот
была незначительной. Максимальная активность
была продемонстрирована в отношении глицеро-
фосфата натрия, ответ на который был принят
при сравнении с остальными субстратами за
100%. Это соединение является одним из проме-
жуточных продуктов липидного и углеводного
обмена, предшественником пирувата и ацетил-
КоА и, таким образом, вовлечено в широкий
спектр метаболических реакций. Исходя из полу-



346

БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 5  2023

ИЛЬЯСОВ и др.

ченных данных, глицерофосфат натрия исполь-
зовали в дальнейших экспериментах в качестве
индикаторного субстрата для учета остаточной
метаболической активности лимфоцитов, по-

скольку выраженный ответ клеток на него позво-
лял рассчитывать на более высокую информатив-
ность оценки остаточной метаболической актив-
ности по сравнению с остальными субстратами в

Рис. 2. Записи сигналов электрода с клетками при введении глицерофосфата и 2-ХММТ в кювету. Стрелкой отмечен
момент ввода субстратов.
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случае выраженного токсического действия те-
стируемого триазина на лимфоциты.

На рис. 4 приведены зависимости цитотокси-
ческого действия 2-ХММТ от его концентрации в
ходе МТТ-теста. Продемонстрировано увеличе-
ние цитотоксического эффекта тестируемого со-
единения в зависимости от его концентрации,
причем пороговая токсическая концентрация
составила 8.1 ± 0.1 мкМ, а IC50 – 22.1 ± 2.0 мкМ.
Таким образом, 2-ХММТ оказывает выраженное
цитотоксическое действие на лимфоциты, при-
водящее к их гибели.

На рис. 5 приведены измеренные с помощью
электрода Кларка зависимости реакции лимфо-
цитов на 2-ХММТ от его концентрации: график
величины непосредственного токсического отве-
та клеток на соединение (измеряемой в ходе реги-
страции сигнала в присутствии тестируемого три-
азина в кювете), показанный сплошной линией,
и график величины остаточной активности кле-
ток после действия соответствующей концентра-
ции триазина, показанный пунктирной линией.
За остаточную активность лимфоцитов, как ука-
зано выше, принимали величину ответа клеток на
глицерофосфат натрия, вводимый после реги-
страции ответа на соответствующую концентра-
цию 2-ХММТ и промывки электрода с клетками,
в процентах от ответа на глицерофосфат в начале
эксперимента (до введения тестируемого соеди-
нения). Графики демонстрируют увеличение ток-
сического ответа лимфоцитов, а также снижение
остаточной активности в прямой зависимости от

концентрации 2-ХММТ, что указывало на подав-
ление метаболической активности клеток, обуслов-
ленное токсическим действием этого соедине-
ния. С учетом данных МТТ-теста представляется
возможным интерпретировать снижение оста-
точной активности как гибель клеток в результате
цитотоксического эффекта.

На основании полученных зависимостей были
определены пороговые концентрации триазина
как в отношении непосредственной реакции кле-
ток на воздействие соединений, так и в отноше-
нии остаточной активности клеток после такого
воздействия. Под пороговой концентрацией, как
и в случае МТТ-теста, подразумевали наимень-
шую концентрацию 2-ХММТ, при которой соот-
ветствующая реакция клеток (токсический ответ
или остаточная активность) статистически зна-
чимо отличалась от исходной величины.

Минимальная концентрация 2-ХММТ, обес-
печивавшая значимый токсический ответ лимфо-
цитов в данном методе, составила 4.0 ± 0.4 мкМ,
а минимальная концентрация, после которой на-
блюдалось значимое снижение остаточной ак-
тивности, – 22.9 ± 2.8 мкМ. Таким образом, ис-
пользованный метод позволял регистрировать
эффект концентраций тестируемого соединения,
которые при кратковременном (менее 30 мин)
воздействии еще не приводили к гибели клеток,
вызывая лишь их метаболическую реакцию. От-
метим, что пороговая концентрация, позволяв-
шая регистрировать токсический ответ лимфоци-
тов с помощью электрода Кларка, была вдвое

Рис. 4. Цитотоксическое действие 2-ХММТ на лимфоциты периферической крови согласно МТТ-тесту.
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меньше минимальной токсической концентра-
ции, полученной с помощью МТТ-теста. Таким
образом, представленные результаты указывают
на сопоставимость данных, полученных с помо-
щью метода регистрации дыхательной активно-
сти лимфоцитов и классического метода оценки
цитотоксичности – МТТ-теста. При этом отсут-
ствие необходимости длительного культивирования
и возможность многократного использования
клеток делают данный метод более предпочти-
тельным по сравнению с МТТ-тестом и другими
традиционными методами анализа цитотоксич-
ности. Дополнительным преимуществом метода
является возможность оценки действия тестируе-
мых соединений в реальном времени, в том числе
эффектов, подавляющих физиологические про-
цессы в клетках, но не приводящих к их гибели.
Метод на основе регистрации дыхательной ак-
тивности клеток, использованный в данной рабо-
те, способен обеспечить методически простую,
ускоренную и точную оценку состояния клеток в
различных условиях в реальном времени при их
многократном использовании. Таким образом,
оценка состояния клеток на основе электрохими-
ческой регистрации их дыхательной активности
является перспективным направлением и может
составить основу метода доклинической оценки
безопасности потенциальных фармакологических
агентов.
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Assessment of the Toxic Effect of 2-(Chlorodinitromethyl)-4-Methoxy-6-(4-
Methylpiperazine-1-yl)-1,3,5-Triazine by Respiratory Activity of Lymphocytes

P. V. Iliasov1, L. V. Limareva1, A. I. Sizova1, *, V. A. Zalomlenkov2, A. P. Kuricyna1

1Samara State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, Samara, 443099 Russia
2Samara State Technical University, Samara, 443100 Russia

*е-mail: a.i.sizova@samsmu.ru

A method for evaluation of metabolic characteristics of intact cells based on electrochemical registration of
their respiratory activity was used to monitor a reaction of lymphocytes to a potential pharmacological agent,
2-(chlorodinitromethyl)-4-methoxy-6-(4-methylpiperazin-1-yl)-1,3,5-triazine. The method ensured an es-
timation of cytotoxicity of the test compound and made it possible to determine its minimum toxic concen-
trations for human lymphocytes. It was shown that the obtained results agree with the data of a reference
method – MTT-based cell viability assay.

Keywords: cytotoxicity, respiratory activity, lymphocytes, antitumor agent, Clark-type electrode, triazines
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Исследованы спектральные свойства поверхности растительных клеток различного эволюционно-
го уровня от одноклеточных (диатомовых водорослей, спор хвоща и папоротника) до многоклеточ-
ных (древесных и травянистых видов) организмов. Показано, что поверхностные слои кутикулы и
клеточной стенки ряда анализированных растений включали антиоксиданты – синие пигменты
азулены. С помощью гистохимических методов обнаружено, что здесь также могут присутствовать
нейротрансмиттерные соединения (биогенные амины), выделяемые в виде экскретов всей поверх-
ностью или из специализированных секреторных структур листьев. В условиях высокой концентра-
ции соли наблюдается выделение слизи, содержащей дофамин и гистамин, что блокируется добав-
лением экзогенного азулена и проазулена гроссгемина. Предполагается, что азулен поверхности за-
щищает ее от образующихся активных форм кислорода и токсичных в высоких концентрациях
биогенных аминов.
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ВВЕДЕНИЕ
Поверхность клеток растений чувствительна

к изменениям концентрации тропосферного озо-
на, засолению, травмирующим факторам и др.
В качестве защиты выделяются разнообразные
соединения в жидкой форме (фенолы, терпены,
алкалоиды), а иногда и откладываются на поверх-
ности. Выделение может происходить всей по-
верхностью или через специальные секреторные
структуры [1]. Воспринимают внешние сигналы в
первую очередь компоненты клеточной стенки и
плазмалеммы, и они должны создавать защиту от
проникновения токсичных веществ к плазмалем-
ме и вглубь клетки. Общепринято, что антиокси-
дантной защитой растительных поверхностей об-
ладают фенолы растительных экскретов и даже
фенольные компоненты клеточной стенки. Не-
давно внимание было обращено на синие пиг-
менты поверхности – азулены. С присутствием
азуленов связан голубой цвет растений, который
может принадлежать этим пигментам у некото-
рых травянистых и древесных видов [2].

Особое место в составе жидких секретов, вы-
деляемых клеткой, могут занимать сигнальные
соединения, известные как нейротрансмиттеры

животных – ацетилхолин и биогенные амины:
катехоламины, серотонин, гистамин (они есть у
всех организмов и имеют также название биоме-
диаторы) [3]. Во многих случаях появление био-
генных аминов является реакцией на факторы
окружающей среды. В выделениях одноклеточ-
ных спор хвоща появляются биогенные амины
под влиянием засоления [4] или озона [5]. В дан-
ный момент изучаются и экзогенные аллювиаль-
ные эффекты дофамина на растения, подверг-
шиеся абиотическому повреждению факторами,
влияющими на физиологическое состояние це-
лых растительных организмов [6, 7]. Также есть
первые данные, связанные с выделением гиста-
мина и дофамина харовыми водорослями [8].
Стоит отметить, что на клеточную оболочку могут
попадать экзогенные нейротрансмиттеры, выде-
ляемые животными, растениями и микроорганиз-
мами [8, 9]. Химические взаимодействия между
различными живыми организмами (растениями,
животными, микробами) с помощью этих веществ
могут играть важную роль в регуляции биоценоза,
в том числе свидетельствуют о стрессе раститель-
ного организма, где участвуют биогенные амины
и ацетилхолин [10].
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Используя спектральные методы анализа на
модельных одноклеточных и многоклеточных си-
стемах организмов, в данной статье сделана по-
пытка рассмотреть роль азуленов на поверхности
растительной клетки во взаимодействии с сиг-
нальными соединениями, такими как нейротранс-
миттеры.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты. В качестве объектов исследований

были выбраны одноклеточные и многоклеточные
модели: виды, стоящих на разных ступенях эво-
люции. Первые представлены диатомовыми во-
дорослями Ulnaria ulna (Nitzsch) Compere (Bacil-
lariophyta, линия 2-903), культивируемыми в со-
судах объемом 100 мл на питательной среде,
которая включала в мкг/л: 6.63 КH2РO4, 6.51 CаCl2,
3.47 NaCl, 5 MgCl2 и 2 мкг/л силикагеля (Merсk,
Австрия) в качестве источника кремния [11]. Так-
же анализировали одноклеточные вегетативные
микроспоры хвоща полевого Equisetum arvense L.
(сем. Equisetaceae) и папоротника листовика (ко-
стенец) сколопендрового Asplenium scolopendrium L.
(Newman) (cем. Aspleniaceae), культивируемые в
лаборатории на предметных стеклах в чашках
Петри на питательной среде, как описано ранее
[12]. Вторая группа моделей включает образцы c
голубой или серебристой поверхностью, собран-
ные в 2020–2022 годах. Это были виды средней
полосы России: как травянистые (райграсс паст-
бищный Lolium perenne L. и клевер белый Trifolium
repens L.), так и древесные (кустарники облепихи
крушиновидной Hippophae rhamnoides L. и ивы бе-
лой Salix alba L. ), собранные в мае–июне на побе-
режье реки Оки ботанического заказника г. Пу-
щино. Также в качестве образцов использовали
южные виды: хвою и шишкоягоды можжевельни-
ка высокого Juniperus excelsa Bieb. из Карадагско-
го заповедника (Феодосия, Крым) и можжевель-
ника среднего Juniperus pfitzeriana ‘Blue Cloud’
(Juniperus x media ‘Blue Cloud’) из семейства Cu-
pressaceae из Национального парка-дендрария
(г. Сочи), собранных в октябре и январе–фев-
рале, листья эвкалипта пепельного Eucalyptus ci-
nerea F. Muell. Ex. Benth (сем. Myrtaceae) с серебри-
стой поверхностью и листья лавра благородного
Laurus nobilis L. (cем. Lauraceae) из парка Южные
культуры (г. Адлер), собранные в сентябре.

Спектральные методы. Поглощение, собствен-
ную флуоресценцию клеток до и после гистохи-
мической обработки (см. гистохимический ана-
лиз) измеряли непосредственно на предметных
стеклах с помощью спектрофотометра Unicam
Helios-Epsilon (CША), микроспектрофотомет-
ра/микроспектрофлуориметра МСФ-15 (ЛОМО,
Россия) и лазер-сканирующего конфокального
микроскопа Leica TCS SP5 (Leica Microsystems,
Германия). Возбуждение флуоресценции произ-

водили ультрафиолетовым светом с длиной вол-
ны 360–380 нм или лазером – 458 нм.

Положение максимумов в спектрах поглоще-
ния интактных поверхностей клеток, регистри-
руемых с помощью микроспектрофотометра
МСФ-15, определяли согласно опции диффе-
ренцирования спектров отражения по Золотаре-
ву [13].

Фотографировали живые клетки до и после ги-
стохимической обработки с помощью флуорес-
центного микроскопа Leica DM6000B (Leica
Microsystems), конфокального микроскопа Leica
TCS SP5 и микроспектрофотометра/микроспек-
трофлуориметра МСФ-15 с камерой Levenhuk
М300 Base (CША). Изображение листьев в прохо-
дящем свете получали с помощью микроскопа In-
vitro Evos M500 (Thermo Fisher Scientific, США).
Спектры поглощения и флуоресценции экстрак-
тов 100% ацетоном или 95% этанолом из клеток
(1 : 10 вес/объем в течение от 5 мин до 1 ч и более)
в 1–0.5 см кюветах или на бумажных хромато-
граммах регистрировали с помощью спектрофо-
тометра Specord M-40 (Германия) и спектрофлуо-
риметра Perkin Elmer 350 MPF-44B (Великобри-
тания).

Определение азуленов. Азулены в экстрактах
образцов 95% этанолом и ацетоном в течение 10–
30 мин экспозиции определяли спектрофотомет-
рически при 580 нм, как описано ранее [2]. Сред-
нюю ошибку опыта из трех–четырех повторно-
стей вычисляли для каждого варианта и контроля
соответственно.

Гистохимический анализ на биогенные амины.
Флуоресцентное гистохимическое определение
биогенных аминов (дофамина, гистамина и серо-
тонина) в клетках проводили согласно методам,
первично описанным для клеток животных и
применяемым также для растительных клеток
[14, 15]. Микроспоры наносили на предметные
стекла и смачивали каплями 0.5–1% растворов
веществ: для определения дофамина глиоксиле-
вой кислотой, гистамина – орто-фталевым аль-
дегидом и серотонина – формальдегидом. Ги-
стохимические реакции повторяли (до 3–5 раз).
Автофлуоресценция и флуоресценция после ги-
стохимического окрашивания биогенных аминов
(см. спектральные методы) использовались в
качестве тест-реакций клеток на предметных
стеклах (слайдах). Все эксперименты проводи-
лись при комнатной температуре (20–22°C). По-
сле 10–20 мин окрашивания реагентом образцы
сушили при 50–80°C в течение 5–10 мин. Флуо-
ресцентные реакции формирующих продуктов
изучали под микроскопом Leica DM6000B или
камерой Levenhuk М300 при возбуждении светом
длиной волны 360–380 нм. Спектры флуоресцен-
ции регистрировались микроспектрофлуоримет-
ром MСФ-15. Интенсивность флуоресценции
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при 460 нм выражали статистически со стандарт-
ной ошибкой.

Электронный транспорт при фотосинтезе. Для
анализа донорных свойств азулена проводили его
испытание на электронный транспорт с NADP+

[16], в модели изолированных хлоропластов Ka-
lanchoe pinnata (Lam.) Pers. (сем. Crassulaceae), не
содержащих природных азуленов [17] в отличие
от хлоропластов гороха и клевера, которые содер-
жат эти пигменты [18]. Кроме того, небольшое
количество хлорофилла позволяло наблюдать за
синей окраской азулена в реакционной среде.
В классических вариантах пластид гороха или шпи-
ната нециклический перенос электронов лучше
наблюдался при возбуждении светом 650–660 нм,
в то время как циклический транспорт при 700–
719 нм. В нашей модели хлоропласты из каланхоэ
показали фотохимическую активность с филь-
трами 550–555 нм, а данные, полученные с ин-
терференционными фильтрами 650 нм, 670 нм и
706 нм, были аналогичными, но с более низкими
скоростями восстановления акцепторов [17]. Ис-
пользовали 0.9 мкмоль/мл NADP+, 0.1 мг/мл фер-
редоксин из гороха, 10–6 М диурон или 3-(3,4-ди-
хлорфенил)-1,1-диметилмочевина), 10–5 M ан-
тимицин А. Актинический свет (интенсивность
светового потока 38 к эрг см–2 с–1) проходил через
интерференционный фильтр 550 нм. Количество
NADPН выражено статистически со стандартной
погрешностью. Взаимодействие азулена (2 мг/мл)
с выделенными компонентами электрон-транс-
портной цепи (2 мг/мл) осуществляли на препа-
ратах цитохрома C553 (цитохром f) из клеток водо-
росли Chlorella, пластоцианина, ферредоксина и
ферредоксин-NADP-редуктазы из хлоропластов
гороха [17].

Реагенты. В работе использовали азулен и гли-
оксилевую кислоту (Fluka, Австрия/Германия),
орто-фталевый альдегид, формальдегид, дофа-
мин, гистамин, серотонин (ICN Biomedical/Phar-
maceuticals, США), NADP+ (Sigma-Aldriсh, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для рассмотрения роли поверхности клеток в

модельных системах одноклеточных и многокле-
точных организмов были применены спектраль-
ные и гистохимические методы.

Исследование поверхности разных типов клеток
спектральными методами. Поверхность клетки яв-
ляется первичным сенсором любого внешнего
сигнала и может также быть защитным барьером,
если включает соответствующие компоненты,
защищающие клетку от любого повреждения.
С помощью микроскопии в проходящем свете и
люминесцентной микроскопии, включая микро-
спектрофлуориметрию/микроспектрофотометрию
и лазер-сканирующую конфокальную микроско-

пию, мы исследовали различные модельные рас-
тительные клетки от низших организмов на эво-
люционной лестнице, одноклеточных: (диатомовая
водоросль Ulnaria ulna, вегетативные одноклеточ-
ные микроспоры хвоща полевого Equisetum arvense
и папоротника костенца сколопендрового Asplenium
scolopendrium) до высокоорганизованных много-
клеточных покрытосеменных растений, получая
их изображения (рис. 1) и спектры поглощения
(рис. 2). На рис. 1 показан внешний вид поверх-
ности растительных клеток у видов, стоящих на
разных ступенях эволюции. С помощью микро-
скопии в проходящем свете и при возбуждении
светом, вызывающим флуоресценцию объекта,
в модельной системе одноклеточных почти бес-
цветных диатомовых водорослей Ulnaria ulna
мы смогли оценить состояние поверхности, лишь
возбуждая флуоресценцию хлорофилла светом
430 нм (рис. 1а). Если красное свечение не на-
блюдается, то данная клетка мертва, и флуорес-
цируют зеленым светом твердые оболочки-пан-
цири, пропитанные соединениями кремния [11].
У непроросшей вегетативной микроспоры хвоща
Equisetum arvense в проходящем свете и при воз-
буждении светом 430 нм внешний слой твердой
оболочки-экзины светится в голубой или сине-
зеленой области и только у развивающейся клетки
появляется красное свечение, а оболочка сбрасы-
вается, когда начинается развитие клетки (рис. 1б).
На более высокой ступени эволюции у папорот-
ников в отличие от хвоща споры уже не имеют та-
кой прочной оболочки, а заключены в споронос-
цы с твердой оболочкой, что флуоресцирует зеле-
но-желтым при возбуждении светом 430 нм, а
споры внутри – зеленым (рис. 1в). Проросшая
спора долго, до недели после смачивания споро-
носца, светится зеленым с максимумом 530 нм,
пока в спектре флуоресценции не появится еще и
максимум 680 нм, относящийся к уже синтезиро-
ванному хлорофиллу.

Поверхность клетки диатомовых водорослей и
споры хвощей – это плотный целлюлозный пан-
цирь, включающий соединения кремния. У папо-
ротника все споры заключены в спороносец,
поверхность которого тоже представляет собой
твердую оболочку, но такого панциря как у кле-
ток диатомовых и спор хвоща у папортника нет.
У всех трех моделей неразвившихся клеток (диа-
томовых водорослей, хвоща и папортника) све-
тится зеленым поверхность клеток (максимум
520–530 нм). Хлорофилл синтезируется и обычно
просвечивается красным светом изнутри клетки
после начала развития. В отличие от листьев выс-
ших растений эвкалипта Eucalyptus cinerea и обле-
пихи Hippophae rhamnoides сухие непроросшие
споры хвоща и папоротника не имеют хлорофил-
ла, что видно у них по отсутствию красной флуо-
ресценции [12].
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У многоклеточных моделей покрытосеменных
растений (рис. 1г, 1д) нет таких плотных клеточ-
ных оболочек, но есть специальные секреторные
структуры. У эвкалипта пепельного желто-зеле-
ные секреторные железы хорошо видны в прохо-
дящем свете (рис. 1г, изображение 1 слева), и они
флуоресцируют в зеленой области спектра [2, 15].
Более того, в проходящем свете на рис. 1г (изоб-
ражение 2 справа) заметны голубоватые восковые
пластины, покрывающие как эти железы, так и
всю поверхность листа вне секреторных клеток.
По-видимому, это пластины азуленов, ранее об-
наруженных у этого вида в этанольных или ацето-
новых 10 мин смывах листьев [2]. Лазер-сканиру-
ющая конфокальная микроскопия показала, что
флуоресценция в сине-зеленом свете свойствен-

на и многоклеточным железам на поверхности
листьев облепихи крушиновидной Hippophae rham-
noides (рис. 1д). Флуоресцентные методы дают
возможность по автофлуоресценции показать стро-
ение клеточной поверхности, как мы видим, по
эмисии в голубой и сине-зеленой области спек-
тра, и оценить жизнеспособность клеток, глав-
ным образом, по наличию хлорофилла внутри
клеток.

Какие именно соединения находятся на по-
верхности клеток, и как это может быть связано с
выделением секреторных продуктов, до сих пор
мало изучено. В предыдущей работе, посвящен-
ной показателям устойчивости к озону, внимание
привлекли древесные растения с голубой или се-
ребристой окраской поверхности, где были обна-

Рис 1. Изображения поверхности растительных объектов: флуоресцирующие при возбуждении светом 430 нм клетки
диатомовой водоросли Ulnaria ulna (а) и вегетативные споры хвоща полевого Equisetum arvense (б), спороносец (1) и
споры (2) папоротника Aslenium scolopendrium (в), листья Eucalyptus cinerea (г) в проходящем свете микроскопа Leica
DM6000 B (где зеленовато-желтые масляные железы видны на темно-зеленой поверхности) и микроскопа Invitro Evos
M5000 (где синие восковые пластины покрывают всю поверхность листа, включая желтые секреторные клетки желез).
д – полученные с помощью конфокального микроскопа изображения возбуждаемой лазером 458 нм автофлуоресцен-
ции поверхностных желез облепихи крушиновидной Hippophae rhamnoides: 1 – в синем (488–500 нм), 2 – зеленом
(505–540 нм), 3 – красном (580–700 нм) каналах и 4 – наложение изображений из 3 каналов (сумма). Масштаб, мкм:
75, 25, 100 и 20, 100, 75 для а, б, в, г, д соответственно.

0

1

11 2

1 2
3 4

2

2

75

0 75

a

б

в

д

г
Ulnaria ulna

Equisetum arvense

Asplenium scolopendrium

Hippophae rhamnoides

Eucalyptus cinerea



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 5  2023

ИССЛЕДОВАНИЕ СПЕКТРАЛЬНЫХ ХАРАКТЕРИСТИК 355

ружены азулены [2]. Обычно для такого анализа
требовалось много материала. Изображение по-
верхности листа эвкалипта в проходящем свете
(рис. 1г) с помощью микроскопа Invitro Evos
M5000 позволило увидеть азуленсодержащие вос-
ковые пластинки. Мы предположили, что макси-
мумы их поглощения можно увидеть и в спектрах
неповрежденных листьев. В данной работе для
этой цели использовали микроспектрофотометр,
чтобы получить данные по спектрам поглощения
с поверхности объектов (рис. 2).

В спектре поглощения поверхности можно об-
наружить максимумы, свойственные различным
соединениям (400–460 нм – терпеноиды, 500–
530 нм – фенолы, 570–620 нм – азулены и 660–
666 нм – хлорофилл) [18]. Для определения макси-
мумов в спектроскопии отражения в микроспек-
трофотометре/микроспектрофлуориметре имеется
опция дифференцирования для выявления мак-
симумов в спектрах поглощения согласно работе
[13]. Пример такого метода показан на рис. 2а для
образца ивы белой Salix alba. Для выявления мак-
симумов в области 550–670 нм достаточно было
представить информацию с положительными зна-
чениями (верх графика), что сделано на рис. 2б
для всех образцов.

Первая производная от спектра внешнего от-
ражения для полос малой интенсивности позво-

лила непосредственно определить присутствие в
спектрах после дифференцирования характерные
для азуленов и хлорофилла максимумы: 580–620 и
660–666 нм соответственно (рис. 2). В спектрах
поглощения бесцветных в проходящем свете диа-
томовых водорослей Ulnaria ulna (рис. 2) наряду с
максимумом хлорофилла, есть максимум 600–
610 нм. У некоторых бурых водорослей азулены
также найдены [19]. У синеватых вегетативных
микроспор хвоща Equisetum arvense, содержащих
азулены [18], отчетливо видны максимумы 610 нм
и 612 нм, свойственные этим соединениям. Ха-
рактерные для азуленов пики обнаружены в спек-
трах всех исследованных растений, кроме папо-
ротника Asplenium scolopendrium и лавра Laurus no-
bilis. Принадлежность максимумов поглощения
580–630 нм мы далее подтвердили эксперимента-
ми с экстракцией азуленов в этаноле и ацетоне.

Азулены в экстрактах с поверхностей клеток.
В табл. 1 приведены данные об азуленах изучае-
мых растений, вычисленных по интенсивности
полос поглощения при 580 нм в 10 мин экстрактах –
смывам с целой поверхности [2]. Прежде всего,
присутствие азуленов в экстрактах подтвердило
эксперименты по обнаружению характерных для
синих пигментов максимумов в спектрах погло-
щения поверхностей клеток в области 580–610 нм
(рис. 2). У спор папоротника Asplenium и листьев

Рис. 2. Спектры поглощения поверхности различных растений (первая производная кривых для выявления максиму-
мов). а – Исходный образец для листа Salix alba; б – верхние части графиков для использованных видов. Предполага-
емые максимумы азуленов отмечены кружками, а максимум хлорофилла – звездочками.
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лавра Laurus такие максимумы в спектрах погло-
щения отсутствовали, не было и азуленов в их
экстрактах. У придонной пресноводной диатомо-
вой водоросли Ulnaria ulna подобные макимумы
были, но в экстрактах органическими раствори-
телями их сложно выделить. Принципиально
важно, что у водорослей, в частности, бурых Dic-
tyota dichotoma [19] и придонных горгониевых
обитателей Арктики [20], были найдены сескви-
терпеновые лактоны азуленового ряда, обладаю-
щие способностью воздействовать на другие ор-
ганизмы. Они либо нарушали цепи питания насе-
комых, либо препятствовали развитию морских
обитателей, которые вызывают обрастание дни-
ща судов.

При сравнении в табл. 1 оказалось, что у хвоща
полевого, райграса, можжевельника высокого
значения пигмента на мг сырой массы близки,
тогда как у облепихи и можжевельника среднего
за 10 мин экстрагируется значительно меньше
азуленов. Вероятно, у последних видов пигмент
присутствовал в более глубоких слоях кутикулы
или даже клеточной стенки. Для всех исследован-
ных видов характерна синяя или голубая окраска
листьев. Из синеватых спор хвоща ранее был вы-
делен один из азуленов, как и из хлоропластов
клевера Trifolium repens [18]. Известно, что у неко-
торых можжевельников азулены находили в про-
дуктах дистилляции эфирных масел [21]. Ранее
присутствие азуленов показано в 10 мин спирто-
вых или ацетоновых экстрактах листовой поверх-
ности у эвкалипта Eucalyptus cinerea и ряда хвойных
растений с голубой поверхностью хвои, которые
были устойчивы к озону [2]. Синие пигменты,
как мы полагаем, служат защитным оптическим
фильтром от ультрафиолетовой радиации и озо-
на, образуемого с ее участием [22]. Именно эти
пигменты могут быть первичными мишенями
для озона у данных видов, и их антиоксидантные
свойства определяют низкую чувствительность к
озону и активным формам кислорода. С присут-
ствием азуленов связан голубой цвет поверхно-
стей, который может принадлежать этим пигмен-

там у некоторых травянистых и древесных рас-
тений.

Азулены обладают заметной антиоксидантной
и антиаллергенной активностью в клетках живот-
ных [23, 24]. В модельных опытах на вегетативных
микроспорах хвоща продемонстрированы анти-
гистаминные свойства экзогенных азулена и про-
азуленовых сесквитерпенов [25].

Нейротрансмиттеры на поверхности клетки. На
поверхность клетки могут выделяться эндоген-
ные нейротрансмиттеры (можно рассматривать
как физиологический ответ клетки на внешнее
воздействие или внутриклеточную сигнализацию
в направлении из клетки). Соединения, такие как
дофамин и гистамин, могут быть у некоторых ви-
дов в норме, но часто появляются при стрессе.
Они накапливаются под воздействием различных
стрессовых факторов, как абиотических (ультра-
фиолетовое облучение, озон, засоление, засуха,
дефицит питательных веществ и др.), так и биоти-
ческих (повреждение насекомыми) в биоценозе
[26, 27].

Биогенные амины были обнаружены нами ги-
стохимическими методами по характерной флуо-
ресценции при 460 нм в модельных системах ор-
ганизмов, непосредственно выделяющих их в
природе: у одноклеточных диатомовых водорос-
лей Ulnaria ulna (Nitzsch) [11] и одноклеточных ве-
гетативных микроспор хвоща полевого Equisetum
arvense L. (сем. Equisetaceae) [14]. В табл. 2 срав-
нивается уровень трех биогенных аминов у ука-
занной диатомовой водоросли и одноклеточной
споры наземного растения папоротника Aspleni-
um scolopendrium. У первого объекта в клетках пре-
обладает дофамин, а меньше всего серотонина,
тогда как у второго, судя по флуоресценции, ока-
залось больше гистамина, тогда как у споры отме-
чены близкие данные для дофамина и серотонина.
В выделившемся секрете из споры серотонина
значительно меньше, чем других изучаемых аминов.

Выделять биогенные амины могут и специали-
зированные секреторные клетки поверхности
(железы, волоски и др.), поскольку содержат фер-
менты, регулирующие их содержание, а также ан-

Таблица 1. Содержание азуленов на поверхности листьев растений (10 мин экстракция этанолом)

Вид растения Азулены, мг/г сырой массы

Хвощ полевой Equisetum arvense L., вегетативные споры 1.7 ± 0.02
Райграс пастбищный Lolium perenne L. (Graminae), листья 1.63 ± 0.07
Облепиха крушиновидная Hippophae rhamnoides L. (Elaeagnaceae), листья 1.0 ± 0.06
Можжевельник высокий Juniperus excelsa M. Bieb (Cupressaceae), хвоя 1.76 ± 0.03
Можжевельник средний Juniperus pfitzeriana (x media) ‘Blue cload’ M. Bieb 
(Cupressaceae), хвоя

0.55 ± 0.01

Ива белая Salix alba L. (Salicaceae), листья 0.92 ± 0.04
Клевер белый Trifolium repens L. (Fabaceae), листья 0.41 ± 0.03
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тинейротрансмиттеры, вещества, уменьшающие
токсическое действие нейротрансмиттеров или
блокирующие рецепторы. У покрытосеменных
растений, как показано для желез эвкалипта пе-
пельного Eucalyptus cinerea, биогенные амины мо-
гут выделяться как всей поверхностью листьев
(дофамин), так специализированными секретор-
ными структурами (гистамин) поверхности [28].
На рис. 3 видно ярко-желтое свечение, характер-
ное для высоких концентраций дофамина [29] в
секреторных железах лекарственного растения
облепихи крушиновидной Hippophae rhamnoides
после гистохимической обработки глиоксилевой
кислотой. Причем дофамин присутствует во всех
частях чешуйчатой структуры. Напротив, в реак-
ции на гистамин синее свечение наблюдалось
только в середине многоклеточной железы. По-
явление биогенных аминов часто связывают со
стрессом, и возможно, что это не только маркер
стресса, но и в какой-то мере защитная реакция.

Эффекты экзогенного азулена на выделение
биогенных аминов из клеток и возможные механизмы.
Учитывая, что листья исследумых видов содержат
азулены в поверхностном слое, как мы показали
выше (табл. 1), вероятно взаимодействие между
азуленами и выделяющимися биогенными ами-
нами. Чтобы оценить такую возможность, были
проведены модельные опыты на одноклеточных
вегетативных микроспорах хвоща (рис. 4), кото-
рые выделяют значительные количества биоген-
ных аминов при солевом стрессе с 1% сульфатом
натрия, как в природных условиях [4]. В модель-
ных опытах на вегетативных микроспорах хвоща
были ранее продемонстрированы антигистамин-
ные свойства экзогенных азулена и проазулено-
вых сесквитерпенов [25]. На рис. 4 показано, что
в таких же условиях обнаружено влияние азулена
и проазулена гроссгемина и на содержание дофа-
мина в клетках и выделяющемся секрете. Наи-
больший эффект снижения дофамина отмечен
для проазулена гроссгемина и азулена из пяти
изученных сесквитерпенов как в клетках, так и в
секрете (рис. 4) в условиях засоления среды 1%
сульфатом натрия, стимулирующего выход био-

генных аминов наружу. Биогенные амины в боль-
ших количествах могут быть токсичными для
клетки.

Учитывая, что азулен и дофамин могут благо-
даря двойным связям вступать в окислительно-
восстановительные реакции, мы провели экспе-
рименты с их этанольными растворами (табл. 3),
моделируя возможность их взаимодействия на
поверхности клеток. Дофамин в высоких концен-
трациях в присутствии кислорода через цепь ре-
акций – супероксид-анион радикал–>пероксид
может превращаться в токсичный красный дофа-
минохром с максимумом поглощения 480 нм.
В спектрах поглощения наблюдали, происходят
ли изменения при 480 нм (возможное увеличение
и появление красной окраски, свойственное до-
фаминохрому) и при 580 нм (максимум поглоще-
ния азулена). Последовательность добавления
реагентов была следующей: “Дофамин + азулен”
или “Азулен + дофамин” в соотношениях по весу
исходного вещества 3 : 1. В первом случае отмеча-
ли только увеличение поглощения при 580 нм, а
во втором варианте наблюдали увеличение опти-
ческой плотности при 480 нм (возможное образо-
вание небольшого количества дофаминохрома) и
снижение ее при 580 нм. Однако видимого изме-
нения общей синей окраски смеси не происходи-
ло за короткое (5 мин) время наблюдения. Только
через 24 ч происходит изменение окраски в вари-
анте “Дофамин + азулен”: почти вдвое увеличи-
валось поглощение при 480 нм и резко снижалось
при 580 нм, так что синяя окраска стала мало за-
метной, а была уже видна слабо розовая окраска.
В варианте “Азулен + дофамин”, когда концен-
трация азулена больше в 3 раза дофаминохром че-
рез 24 ч не образовался вообще (нет поглощения
при 480 нм), но и синяя окраска азулена, судя по
поглощению при 580 нм, исчезла. В вариантах с
гистамином и серотонином изменения отслежи-
вали только при 580 нм: от 5 мин инкубации до
2 ч, но значимых изменений не было.

Следует рассмотреть также электрохимические
возможности взаимодействия. Согласно работам
Племенкова с соавт. [30], окислительно-восста-

Таблица 2. Биогенные амины у диатомовых водорослей Ulnaria ulna L. и вегетативных спор папоротника листо-
вика обыкновенного Asplenium scolopendrium L.

Вид растения

Флуоресценция при 460 нм, усл. ед.

контроль, 
автофлуоресценция

после гистохимических реакций на соединения

дофамин гистамин серотонин

Ulnaria ulna 10.3 ± 0.1 60.7 ± 0.2 34.0 ± 7.0 14.4 ± 0.2

Asplenium scolopendrium L.
спора 15.5 ± 0.2 39.2 ± 0.9 102.8 ± 4.0 32.6 ± 2

секрет 0 57.4 ± 6.0 71 ± 5 14.0 ± 2
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Рис. 3. Гистохимические реакции на дофамин и гистамин в секреторной чешуйке-железе листьев облепихи крушино-
видной Hippophae rhamnoides L. Вверху – вид железы под люминесцентным микроскопом при возбуждении светом
360–380 нм. Внизу – спектры флуоресценции.
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Рис. 4. Эффекты азулена и проазулена гроссгемина на содержание дофамина, оцениваемых по флуоресценции 460 нм
после гистохимической обработки клеток вегетативных микроспор хвоща Equisetum arvense в условиях засоления
1% сульфатом натрия.
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новительный потенциал азулена в ацетонитриле
составляет +0.36 В. Пиковый ток соответствует
переносу двух электронов на молекулу. В воль-
таммограмме регистрируются два восстанови-
тельных пика при потенциалах +0.17 и +0.04 В.
На изолированных хлоропластах гороха пара
дофамин/аскорбат (дофамин в концентрациях,
больших чем 10–5 М), способна восстанавливать
окисленные цитохром f (редокс-потенциал +0.365 В)
и пластоцианин (редокс-потенциал +0.37 В) [31]
и быть донором электронов между цитохромом f
и пластоцианином в электронтранспортной це-
пи. Cиний азулен, если его добавили к раствору
цитохрома f (цитохром С553), выделенного из кле-
ток хлореллы (соотношение реагентов по весу 1 : 1),
становился бесцветным после потери электрона.
Такая же, но более слабая реакция отмечена при
взаимодействии с пластоцианином, изолирован-
ным из гороха. В смесях растворов азулена с ин-
дивидуальными ферредоксином, ферредоксин-
NADP-редуктазой или NADP+ из-за их более от-
рицательных редокс-потенциалов, чем у синего
пигмента, подобной реакции не происходило.

В модельных опытах на изолированных хлоро-
пластах Kalanchoe pinnata (Lam.) Pers. (fam. Cras-
sulaceae), которые лишены природных азуленов,
мы показали (табл. 4), что экзогенный азулен мо-
жет являться донором электронов в электрон-
транспортной цепи фотосинтеза между цитохро-

мом f (+0.36 В) и пластоцианином (+0.37 В),
участвуя в нециклическом (ингибируется диуро-
ном) и циклическом (ингибируется антимици-
ном А) транспорте электронов. В табл. 4 видно,
что даже в случае блокады ингибитором диуро-
ном или антимицином А азулен способен восста-
навливать электронный транспорт, быть, по-ви-
димому, донором электронов.

Присутствие азуленов в хлоропластах гороха и
клевера [16], по-видимому, неслучайно, и являет-
ся также защитным механизмом в случае повре-
ждения, где азулен донирует электроны в элек-
трон-транспортную цепь. Учитывая, что этот ма-
териал требует специального рассмотрения в
другой публикации, мы отметим главное в воз-
можном механизме взаимодействия между азуле-
ном и дофамином на поверхности растительных
клеток, что азулены (и, вероятно, проазулены) как
антиоксиданты могут предотвращать или замед-
лять образование токсичного дофаминохрома.
Для гистамина и серотонина, вероятно, существу-
ет другой механизм взаимодействия с азуленом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Применение люминесцентной микроскопии
с модификациями лазер-сканирующей конфо-
кальной микроскопии и микроспектрофлуори-
метрии/микроспектрофотометрии позволило по-
лучить сведения о поверхности различных видов
на эволюционной лестнице – от панцирей диато-
мовых водорослей и твердых покровов вегетатив-
ных микроспор хвоща до листьев покрытосемен-
ных растений. У значительного числа растений с
синей или серебристой поверхностью в спектрах
поглощения обнаружены максимумы 580–620 нм,
характерные для синих пигментов азуленов, что
подтверждается их появлением в 10 мин экстрак-
тах этанолом или ацетоном. У большинства ис-
следованных видов из клеток наружу могут выде-
ляться биогенные амины – дофамин, гистамин и
серотонин, известные как нейротрансмиттеры
животных. Выделение происходит как всей по-
верхностью, так и специализированными секре-
торными структурами. Вероятно, что азуленовый

Таблица 3. Изменение интенсивности поглощения в исходных этанольных растворах азулена и дофамина.
Кювета 0.2 см. Время после смешивания растворов 5 мин и 24 ч

Вещество
Спустя 5 мин Спустя 24 ч

поглощение при длине волны поглощение при длине волны

480 нм 580 нм 480 нм 580 нм

Дофамин (0.3 мг в 0.3 мл) 0.113 0.484 0.010 0.0
+ азулен (0.1 мг в 0.1 мл) 0.108 0.581 0.180 0.157
Азулен (0.3 мг в 0.3 мл) 0.120 0.961 0.0 1.27
+ дофамин (0.1 мг в 0.1 мл) 0.190 0.797 0.0 0.09

Tаблица 4. Эффекты азулена (конечная концентрация
0.01 мг в 0.5 мл образца) на фотосинтетический элек-
тронный транспорт в изолированных хлоропластах
Kalanchoe pinnata. Актинический свет 550 нм

Вариант Образование NADPH, 
мкг/мг хлорофилла ч

Контроль 1.34 ± 0.02
+ Азулен 5.64 ± 0.05
+ Диурон 0.11 ± 0.04
Диурон + Азулен 3.82 ± 0.02
Антимицин A 1.12 ± 0.03
Антимицин A + Азулен 3.20 ± 0.02
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слой (или слои) благодаря антиоксидантным свой-
ствам служит определенным защитным фильтром
от эндогенных и экзогенных биогенных аминов.
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Spectral Characteristics of the Plant Cell Surface: 
Occurrence of Azulenes and Biogenic Amines

V. V. Roshchina1, *, V. A. Yashin1, A. R. Kunyev1

1Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Federal Research Center “Pushchino Scientific Center
for Biological Research of the Russian Academy of Sciences”, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia

*e-mail: roshchinavic@mail.ru

Spectral properties of the surface of plant cells at various evolutionary levels from unicellular (diatoms,
horsetail, and fern spores) to multicellular (woody and herbaceous species) organisms have been studied.
It was shown that the surface layers of the cuticle and cell wall of a number of analyzed plants included an-
tioxidants – blue pigments azulenes. Using histochemical methods, it was found that neurotransmitter
compounds – biogenic amines – are present as excretions on the entire surface or specialized secretory
structures of leaves. Under conditions of high salt concentration, dopamine and histamine are secreted,
which is blocked by the addition of exogenous azulene and proazulene grosshemine. It is assumed that the
azulene-containing surface protects cells from the formed reactive oxygen species and biogenic amines that
are toxic at high concentrations.

Keywords: absorbance, azulene, biogenic amines, cell wall, f luorescence, secretory cells
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АНАЛИЗ РОЛИ КАНАЛОВ Piezo1 В МЕХАНОАНАБОЛИЧЕСКОМ 
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Известно, что активация синтеза белка и гипертрофия мышечных волокон в ответ на механическую
нагрузку реализуется через анаболический mTORC1-зависимый сигнальный путь. Однако до сих
пор не выявлены механосенсоры, посредством которых механический сигнал может восприни-
маться и далее передаваться на mTORC1-зависимый сигнальный путь (механотрансдукция). Меха-
ноактивируемые (МА) ионные каналы являются претендентами на роль таких сарколеммальных
механосенсоров. В связи с этим цель работы состояла в исследовании потенциальной роли МА ка-
налов (Piezo1) в активации mTORC1-зависимого пути в изолированной камбаловидной мышце
(m. soleus) крысы в ответ на механическую нагрузку. Крысы Wistar были разделены на 3 группы:
1) “Контроль” (мышцы животных не подвергались действию ингибитора МА каналов или актива-
тора каналов Piezo1), 2) “Гадолиний” (мышцы животных инкубировались с ингибитором МА кана-
лов – хлоридом гадолиния), 3) “Yoda” (мышцы животных инкубировались с активатором МА кана-
лов Piezo1 – Yoda1). У крыс из каждой группы m. soleus из левой конечности инкубировалась в со-
ответствующем растворе без механической нагрузки в виде серии растяжений (resting), а m. soleus из
правой конечности подвергалась серии растяжений (stretch), а затем инкубировалась в соответству-
ющем растворе. Фосфорилирование мишеней mTORC1 (p70S6K, rpS6, 4E-BP1) в m. soleus крысы
определяли с помощью электрофореза в ПААГ и иммуноблотинга. Серия растяжений/укорочений
изолированной m. soleus привела к увеличению фосфорилирования p70S6K, ее субстрата rpS6, а так-
же 4E-BP1 на 38.5, 168 и 112% соответственно по сравнению с мышцей, которая не подвергалась ме-
ханическому воздействию. Инкубация мышц с гадолинием полностью предотвратила вызванную
серией растяжений активацию маркеров mTORC1. Инкубация m. soleus в растворе с Yoda1 привела
к снижению механозависимого фосфорилирования p70S6K, rpS6 и 4E-BP1 по сравнению с мыш-
цей, которая не подвергалась действию Yoda1. Таким образом, использовавшийся в настоящей
работе методический подход не выявил участия Piezo1 в механоанаболическом сопряжении в
m. soleus крысы.

Ключевые слова: скелетная мышца, механотрансдукция, пассивное растяжение, Piezo1, гадолиний,
Yoda1, mTORC1, p70S6K, rpS6, 4E-BP1
DOI: 10.31857/S0233475523050080, EDN: NXXYPK

ВВЕДЕНИЕ
Поддержание мышечной массы, имеющее важ-

ное значение для здоровья человека и качества
его жизни [1], главным образом зависит от дина-
мического баланса синтеза и распада мышечных
белков (протеостаз) [2, 3]. Хорошо известно, что
механическое напряжение скелетных мышц, на-
блюдаемое, например, при выполнении резистив-
ных тренировок, увеличивает скорость синтеза
мышечных белков и при регулярных тренировках
приводит к увеличению количества миофибрил-
лярных белков и гипертрофии мышечных воло-
кон [4]. При этом важно отметить, мышечная ра-

бота/механическая нагрузка per se способна сме-
щать протеостаз в сторону синтеза белка и
вызывать гипертрофию мышц вне зависимости
от действия гормонов (гормон роста, инсулин) и
наличия в крови питательных веществ (экспери-
менты с голодающими животными) [5]. Следова-
тельно, волокна скелетных мышц млекопитаю-
щих обладают специальными механосенсорными
структурами, которые воспринимают механиче-
ское напряжение и преобразуют его в биохимиче-
ские каскады, регулирующие белковый синтез
(анаболическая механотрансдукция). Исследова-
ния показывают, что ключевая роль в активации

УДК 612.741.91
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синтеза белка в скелетной мышце в ответ на меха-
нические стимулы принадлежит белковому ком-
плексу mTORC1 (мишени рапамицина у млеко-
питающих, комплекс 1) [6–8]. Об активности
mTORC1 судят по фосфорилированию его клю-
чевых субстратов – p70S6K (рибосомальная ки-
наза p70) и 4E-BP1 (белок, связывающий фактор
инициации трансляции 4E) [9]. В свою очередь,
активность p70S6K определяется путем оценки фос-
форилирования рибосомального белка S6 (rpS6) [9].
Комплекс mTORC1 считается ключевым звеном в
передаче механического сигнала к процессам,
связанным с синтезом мышечных белков, что
подтверждается серией элегантных эксперимен-
тов, показавших, что активация mTORC1 прежде
всего зависит от механических воздействий и не
зависит от влияния системных ростовых факто-
ров [10, 11]. На сегодняшний день идентифици-
ровано несколько различных механосенсорных
структур/механизмов, обеспечивающих механо-
чувствительность мышечных волокон (рис. 1).
Тем не менее, консенсуса в рамках научного со-
общества относительно полного понимания мо-
лекулярного механизма передачи механического
сигнала в мышечных клетках (волокнах) до сих
пор не достигнуто. Предыдущие исследования
показали, что механическое напряжение может
стимулировать синтез мышечного белка посред-
ством еще не идентифицированных механосен-
сорных структур, действующих на дзета-изофор-

му диацилглицеролкиназы (DGKζ), что приво-
дит к превращению диацилглицерина (DAG) в
фосфатидную кислоту (PA), которая непосред-
ственно активирует mTORC1 [12] (рис. 1). Суще-
ствуют также данные о том, что в активации ана-
болического сигналинга в мышечных волокнах в
ответ на механическую нагрузку может прини-
мать участие связанная с белками интегринами
киназа фокальных контактов (FAK) [13] (рис. 1).
При этом, вероятно, решающую роль в быстрой
передаче механических сигналов в живых клетках
играют механоактивируемые ионные каналы. Ра-
ботая в миллисекундном масштабе времени, они
находятся в самом начале сигнальных путей,
участвующих в процессе механотрансдукции. На-
ше внимание привлекли каналы Piezo1, поскольку
ранее было показано, что механоактивируемые
каналы (stretch-activated channels) с неустановлен-
ной молекулярной природой могут участвовать в
передаче механических стимулов к mTORС1-за-
висимому анаболическому сигнальному пути [14].
Одним из наиболее вероятных претендентов на
роль таких механоактивируемых (МА) ионных
каналов является недавно идентифицированный
в скелетной мышце мембранный белок Piezo1 [15]
(рис. 1). В связи с этим, цель работы состояла в
исследовании потенциальной роли МА каналов
(Piezo1) в активации mTORC1-зависимого пути в
изолированной камбаловидной мышце (m. soleus)
крысы в ответ на механическую нагрузку.

Рис. 1. Схема, иллюстрирующая возможные механизмы механоанаболического сопряжения в скелетной мышце мле-
копитающих. В настоящее время роль каналов Piezo1 в механоанаболическом сопряжении в скелетной мышце не
установлена. Обозначения: МА – механоактивируемый, FAK – киназа фокальных контактов, DAG – диацилглице-
рин, DGKζ – диацилглицеролкиназа (изоформа дзета), PA – фосфатидная кислота, mTORC1 – мишень рапамицина
у млекопитающих (комплекс 1), p70S6K – киназа p70 рибосомального белка S6.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Организация эксперимента. В исследовании
использовались самцы крыс Wistar массой 190 ±
± 10 г. Животные содержались в виварных усло-
виях, получая стандартный корм и воду ad libitum.
Крысы были разделены на 3 группы (по 7 живот-
ных в каждой группе): 1) группа без добавления
ингибитора или активатора механоактивируемых
каналов в раствор с изолированной мышцей
(“Контроль”), 2) группа животных с добавлением
хлорида гадолиния (ингибитор механоактивируе-
мых каналов) в раствор с изолированной мышцей
(“Гадолиний”) и 3) группа c добавлением актива-
тора каналов Piezo1 в раствор с изолированной
мышцей (“Yoda”). В качестве активатора кана-
лов Piezo1 использовался препарат Yoda1 (CAS
448947-81-7, Tocris Bioscience, Великобритания)
с конечной концентрации в растворе 10 мкМ.
Конечная концентрация хлорида гадолиния (sc-
224004, Santa Cruz Biotechnology, США) в раство-
ре также составляла 10 мкМ. Под изофлурановым
наркозом у животных извлекались левая и правая
камбаловидные мышцы. В каждой группе мышца
из левой конечности оставалась в растворе Ринге-
ра–Кребса в состоянии покоя (resting), а мышца
из правой конечности подвергалась механиче-
ской нагрузке в виде цикла пассивных растяже-
ний (stretch) согласно протоколу, изложенному в
работе [16]. Yoda1 и хлорид гадолиния добавля-
лись в растворы с обеими мышцами соответству-
ющей группы. Программа эксперимента и все
манипуляции с животными были одобрены ко-
миссией по биомедицинской этике Института
медико-биологических проблем РАН (протокол
№ 632 от 18.01.2023 г.).

Механическая нагрузка изолированной мышцы
в виде цикла пассивных растяжений. Перед экс-
тирпацией m. soleus измерялась оптимальная дли-
на данной мышцы in situ с помощью цифрового
штангенциркуля, располагая коленный и голено-
стопный суставы под прямым углом. Далее мыш-
цу извлекали из животного и помещали в охла-
жденный раствор Рингера–Кребса (138 мМ NaCl,
5 мМ KCl, 1 мМ NaH2PO4, 2 мМ CaCl2, 2 мМ MgCl2,
24 мМ NaHCO3, 11 мМ глюкозы) с постоянной
перфузией карбогеном (95% O2 + 5% CO2) и инку-
бировали в течение 30 мин. После чего на одной
из мышц завязывали двойной простой узел вокруг
дистального и проксимального концов мышцы
вблизи мышечно-сухожильного соединения для
прикрепления мышцы к датчику силы с одного
конца и к фиксированному крючку с другого кон-
ца в ванночке с регулируемой температурой
(28°C) (Aurora Scientific Bath 809C, Канада). Оп-
тимальную длину мышцы (L0) заново определяли
с помощью серии одиночных сокращений (0.5 мс,
10 В). Вторая мышца при этом все время находи-
лась в тех же условиях, но не прикреплялась к

устройству растяжения и все время теста находи-
лась в покое. Мышцу растягивали в автоматиче-
ском режиме в течении 300 мс на 5 мм от L0, эта
длина мышцы удерживалась 1 с после чего воз-
вращалась к L0. Между повторами растяжения
был задан перерыв в 10 с. Поле 6 таких повторов
вводился дополнительный перерыв в 300 с. После
300 с весь цикл повторялся еще 9 раз, длитель-
ность всего теста составляла 55 мин. После всего
это цикла обе мышцы помещались на 1 ч в рас-
твор Рингера–Кребса. Это время необходимо для
активации mTORC1-зависимого сигнального пу-
ти в изолированных мышцах крыс в ответ на се-
рию пассивных растяжений [16]. После этого обе
мышцы (покоящаяся и подвергавшаяся растяже-
ниям) быстро высушивались на фильтровальной
бумаге и замораживались в жидком азоте для по-
следующего анализа.

Гель-электрофорез в ПААГ и иммуноблотинг.
Для выделения тотальной белковой фракции был
использован набор реагентов RIPA Lysis Buffer
System (Santa Cruz Biotechnology, США). При
этом дополнительно использовались ингибиторы
протеаз Complete Protease Inhibitor Cocktail (Santa
Cruz Biotechnology), 10 мкг/мл апротинин (Sigma,
США), 10 мкг/мл лейпептин (Sigma), 10 мкг/мл
пепстатин (Sigma), 20 мкл Complete Mini Protease
Inhibitor Cocktail (Roche, Швейцария), 40 мкл
фосфоингибиторный коктейль (Santa Cruz Bio-
technology).

Для проведения электрофореза в полиакрила-
мидном геле (ПААГ) образцы разводились в дву-
кратном буфере для образцов (5.4 мМ Tris-HCl
(pH 6.8), 4% Ds-Na, 20% глицерин, 10% β-мер-
каптоэтанол, 0.02% бромфеноловый синий).
Электрофорез был проведен в 10% разделяющем
ПААГ. Образцы каждой группы загружались на
один гель с контрольными образцами. Электро-
форез проводили при силе тока 17 мА на гель в
мини-системе (Bio-Rad Laboratories, США) при
комнатной температуре. Электроперенос белков
проводили на нитроцеллюлозную мембрану при
100 В при температуре 4°C в течение 120 мин в си-
стеме mini Trans-Blot (Bio-Rad Laboratories). Для
контроля ровной загрузки белка мембрана окра-
шивалась красителем Ponceau S. После электро-
переноса мембраны инкубировали в растворе 5%
сухого молока (Bio-Rad Laboratories) в PBST (PBS +
+ 0.1% Tween 20) в течение 1 ч при комнатной
температуре. Инкубация мембран с первичными
антителами проводилась в течение ночи при 4°С,
со вторичными антителами 1 ч при комнатной
температуре. В работе использовались следую-
щие первичные антитела: p-p70S6K (Thr 389) с
разведением 1 : 1000 (sc-11759, Santa-Cruz Biotech-
nology), p70S6K (#9202, 1 : 3000, Cell Signaling,
США), p-4E-BP1 (Thr37/46) с разведением 1 : 1000
(#2855, Cell Signaling), 4E-BP-1 (1 : 1000, #9452,
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Рис. 2. Фосфорилирование p70S6K (Thr 389) после нахождения изолированной m. soleus мышцы в покое (“Покой”), а
также через час после серии пассивных растяжений (“Растяжение”) (а). Разница в степени фосфорилирования между
покоящейся и растягиваемой мышцей в каждой группе (б). Данные представлены в виде среднего значения ± стан-
дартная ошибка среднего. “Контроль” – камбаловидные мышцы не подвергались инкубации с гадолинием или Yoda1;
“Гадолиний” – камбаловидные мышцы инкубировали с гадолинием; “Yoda” – камбаловидные мышцы инкубировали
с Yoda1. * – статистически значимые отличия между покоящейся и растягиваемой мышцей в каждой группе (p < 0.05);
$ – статистически значимые отличия от группы “Контроль” (p < 0.05).
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Cell Signaling), p-rpS6 (Ser 240/244) с разведением
1 : 2000 (#2215, Cell Signaling), rpS6 (#2217, 1 : 3000,
Cell Signaling), Anti-GAPDH (#2118, Cell Signaling)
в разведении 1 : 10000. В качестве вторичных ан-
тител использовали антитела goat anti-rabbit, конъ-
югированные с пероксидазой хрена (Santa Cruz
Biotechnology) в разведении 1 : 50000. Выявление
белковых полос осуществляли с помощью набора
Clarity Max ECL Western Blotting Substrates (BioRad
Laboratories). Анализ белковых полос проводили
с использованием C-DiGit Blot Scanner (LI-COR
Biosciences, США). Статистическая обработка по-
лученных изображений проводилась с помощью
программы Image Studio Digits Ver4.0 (LI-COR
Biosciences).

Статистический анализ. Для определения раз-
личий между покоящейся мышцей и мышцей,
которая подвергалась механической нагрузке (из
одного животного) применялся парный t-тест.
Для установления различий межу группами при-
менялся дисперсионный анализ (ANOVA) с по-
следующим тестом Тьюки (Tukey post-hoc test).
Статистически значимыми считались различия
при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Через час после окончания серии пассивных

растяжений в изолированной m. soleus крысы на-
блюдалось достоверное увеличение фосфорили-
рования киназы p70S6 и ее субстрата рибосомаль-

ного белка S6 (rpS6), а также 4E-BP1 на 38.5%,
168% и 112% соответственно по сравнению с ин-
тактной мышцей, которая не подвергалась меха-
ническому воздействию (рис. 2а, 3а, 4а). Получен-
ные данные хорошо согласуются с ранее опубли-
кованными работами, в которых исследовалось
влияние цикла пассивных растяжений или экс-
центрических сокращений скелетных мышц на
активацию mTORC1-зависимого сигнального пу-
ти. Так, Rindom et al. (2019) показали, что через
час после цикла пассивных растяжений изолиро-
ванной m. extensor digitorum longus произошло до-
стоверное увеличение фосфорилирования mTOR
(Ser 2448) и rpS6 (Ser235/236) [16]. Активация
mTORC1-зависимой сигнализации наблюдалась
также через час после окончания серии эксцен-
трических сокращений изолированных m. extensor
digitorum longus у мышей [17] и m. soleus у крыс [18].
Примечательно, что активация mTORC1 (судя по
уровню фосфорилирования его мишеней) в ответ
на серию пассивных растяжений, проводившихся
в настоящем исследовании, оказалась сопостави-
ма с уровнем активации mTORC1 в m. vastus later-
alis человека (молодых мужчин) после выполне-
ния произвольных максимальных эксцентриче-
ских упражнений [19, 20], несмотря на более
гетерогенный состав мышечных волокон в m. vas-
tus lateralis по сравнению с m. soleus.

Как видно на рис. 2, 3, 4, инкубация изолиро-
ванных мышц в растворе с хлоридом гадолиния
(группа “Гадолиний”) полностью предотвратила
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вызванную серией растяжений активацию (акти-
вирующее фосфорилирование) маркеров mTORC1-
зависимого сигнального пути. Такого рода сни-
жение фосфорилирования мишеней mTORC1 в
скелетных мышцах крысы в ответ на механиче-
ские воздействия (серия эксцентрических сокра-
щений) ранее было отмечено после воздействия
гадолиния, стрептомицина [14], а также в камба-
ловидной мышце после функциональной разгрузки
[18]. Действительно, исследуя влияние функцио-
нальной разгрузки m. soleus у крыс на процесс пе-
редачи механического сигнала к анаболическим
сигнальным путям, был обнаружен интересный
феномен: уже после 24 ч функциональной раз-
грузки задних конечностей анаболический ответ
m. soleus (интенсивность синтеза белка и уровень
фосфорилирования p70S6K) на эксцентрическую
нагрузку был значительно ниже, чем у мышцы
контрольного животного [18]. При этом обработ-
ка солью гадолиния m. soleus, изолированной у
животного, подвергнутого функциональной раз-
грузке, не приводило к углублению эффекта сни-
жения анаболического ответа на эксцентриче-
скую нагрузку [18]. Эти результаты могли быть
связаны с тем, что механизмы, затронутые дей-
ствием функциональной разгрузки, сходны с ме-
ханизмами, измененными под действием гадоли-
ния, и, по-видимому, обусловлены нарушением
работы МА ионных каналов. Более того, приме-
нение гадолиния способствовало предотвраще-
нию активации mTORC1-сигналинга и синтеза

белка в m. soleus крысы в период острой 12-часо-
вой реадаптации (которая “воспринимается” атро-
фированной m. soleus как эксцентрическая на-
грузка) после функциональной разгрузки [21].
Однако в описанных выше экспериментах не бы-
ла выявлена молекулярная природа МА каналов.
Использование гадолиния, к сожалению, не поз-
воляет установить, какие именно канальные бел-
ки могли выступать в роли механосенсора. Более
того, гадолиний является относительно неспеци-
фичным ингибитором, поскольку способен бло-
кировать также кальциевые каналы L-типа и де-
по-управляемые кальциевые каналы, хотя и с
меньшей эффективностью [22]. Однако в 2010 го-
ду в мышиных клетках нейробластомы [23] и не-
сколько лет назад в мышечных клетках [15, 24] и
волокнах [15] были обнаружены трансмембран-
ные белки Piezo1, являющиеся основным компо-
нентом МА ионного канала. Более того, в 2015 го-
ду был открыт селективный агонист каналов
Piezo1 под названием Yoda1 [25]. В настоящем ис-
следовании инкубация интактных (не подвергав-
шихся растяжениям) камбаловидных мышц в
растворе с Yoda1 в течение 1.5 ч не привела к ка-
ким-либо значимым изменениям фосфорилиро-
вания mTORC1-зависимых субстратов (рис. 2, 3, 4).
Однако инкубация m. soleus в растворе со специ-
фическим активатором каналов Piezo1 во время
серии пассивных растяжений привела к досто-
верному снижению механозависимого фосфори-
лирования p70S6K (рис. 2), rpS6 (рис. 3) и 4E-BP1

Рис. 3. Фосфорилирование rpS6 (Ser 240/244) после нахождения изолированной m. soleus мышцы в покое (“Покой”),
а также через час после серии пассивных растяжений (“Растяжение”) (а). Разница в степени фосфорилирования меж-
ду покоящейся и растягиваемой мышцей в каждой группе (б). Данные представлены в виде среднего значения ± стан-
дартная ошибка среднего. “Контроль” – камбаловидные мышцы не подвергались инкубации с гадолинием или Yoda1;
“Гадолиний” – камбаловидные мышцы инкубировались с гадолинием; “Yoda” – камбаловидные мышцы инкубиро-
вались с Yoda1. * – статистически значимые отличия между покоящейся и растягиваемой мышцей в каждой группе
(p < 0.05); $ – статистически значимые отличия от группы “Контроль” (p < 0.05).
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(рис. 4) по сравнению с контрольной мышцей
(т.е. без инкубации с активатором каналов Piezo1).
Установить точные причины наблюдаемого эф-
фекта пока не представляется возможным, одна-
ко можно предположить, что между различными
механосенсорными элементами (например, ме-
ханоактивируемыми каналами TRPC (канониче-
ские каналы TRP), Piezo1 и FAK (киназа фокаль-
ных контактов) мышечного волокна могут уста-
навливаться “конкурентные” отношения. Ранее в
нашей лаборатории было обнаружено, что при-
менение ингибитора FAK предотвращало сниже-
ние анаболического ответа (активность mTORC1)
в атрофированной m. soleus после серии эксцен-
трических сокращений [26]. Принимая во внима-
ние, что передача сигнала от FAK к анаболиче-
ским сигнальным путям может быть связана с ак-
тивацией актиновых стресс-фибрилл, которые
могут влиять на активность МА каналов [27, 28],
ответы сигнальных мишеней этих механосенсор-
ных структур могут быть реципрокны. То есть мо-
жет иметь место взаимозависимость между раз-
ными механосенсорными элементами, при которой
активация одного механосенсорного элемента
подавляет активность другого механосенсорного
элемента и наоборот. Мы также предполагаем,
что инкубация m. soleus в растворе с Yoda1 во вре-
мя серии пассивных растяжений могла привести
к снижению фосфорилирования p70S6K вслед-

ствие активации некоего “предохранительного”
механизма, направленного на предотвращение
гиперактивации анаболического сигналинга. Кро-
ме того, нельзя исключать возможности того, что
непосредственное механическое растяжение и
химическая активация (с помощью Yoda1) участ-
вуют в открытии МА канала Piezo1 путем разных
механизмов. В связи с этим, влияние Yoda1 не ис-
черпывает всех эффектов Piezo1. Высказанные
выше предположения, несомненно, требуют даль-
нейших исследований.

Таким образом, инкубация изолированных кам-
баловидных мышц крысы в растворе с ингибито-
ром механоактивируемых каналов (гадолинием)
и активатором канала Piezo1 (Yoda1) после серии
механических воздействий в виде мышечных рас-
тяжений привела к снижению механозависимой
активации mTORC1-зависимого сигнального пу-
ти. При применяемом в настоящем исследовании
виде механического воздействия, каналы Piezo1,
по-видимому, не участвуют в проведении меха-
нического сигнала к сигнальному пути mTORC1/
p70S6K в изолированной m. soleus крысы.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Рис. 4. Фосфорилирование 4EBP1 (Thr 37/46) после нахождения изолированной m. soleus мышцы в покое (“Покой”),
а также через час после серии пассивных растяжений (“Растяжение”) (а). Разница в степени фосфорилирования меж-
ду покоящейся и растягиваемой мышцей в каждой группе (б). Данные представлены в виде среднего значения ± стан-
дартная ошибка среднего. “Контроль” – камбаловидные мышцы не подвергались инкубации с гадолинием или Yoda1;
“Гадолиний” – камбаловидные мышцы инкубировались с гадолинием; “Yoda” – камбаловидные мышцы инкубиро-
вались с Yoda1. * – статистически значимые отличия между покоящейся и растягиваемой мышцей в каждой группе
(p < 0.05); $ – статистически значимые отличия от группы “Контроль” (p < 0.05). T – тенденция к отличию от группы
“Контроль” (p < 0.1).
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Analysis of the Role of Piezo1 Channels in Mechano-Anabolic Coupling 
in Rat Soleus Muscle

K. V. Sergeeva1, S. A. Tyganov1, V. E. Kalashnikov1, B. S. Shenkman1, T. M. Mirzoev1, *
1Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Moscow, 123007 Russia

*e-mail: tmirzoev@yandex.ru

It is known that mTORC1-dependent pathway is involved in the activation of muscle protein synthesis and
hypertrophy in response to mechanical stress. However, mechanosensors that mediate sensing and transmis-
sion of mechanical signals to the mTORC1 signaling pathway (mechanotransduction) are not yet identified.
Mechanically activated (MA) ion channels are viewed as potential candidates for the role of such sarcolemmal
mechanosensors. The aim of our work was to investigate the potential role of MA channels (Piezo1) in the
activation of the mTORC1 pathway in the isolated rat soleus muscle in response to mechanical stress. Wistar
rats were divided into 3 groups: 1) “Control” (isolated muscles were not exposed to MA channel inhibitor or
Piezo1 channel activator); 2) “Gadolinium” (muscles were incubated with MA channel inhibitor, gadolini-
um chloride); 3) “Yoda” (muscles were incubated with Yoda1, Piezo1 activator). In rats from each group, the
soleus from the left limb was incubated in the appropriate solution without mechanical stress in the form of
a passive stretching, and the soleus from the right limb was subjected to passive stretching and then incubated
in the appropriate solution. Phosphorylation of mTORC1 targets (p70S6K, rpS6, 4E-BP1) in rat soleus was
determined by PAGE and immunoblotting. After passive stretching of the isolated soleus muscle there was an
increase in phosphorylation of p70S6K, its substrate, rpS6, as well as 4E-BP1, by 38.5%, 168%, and 112%,
respectively, compared to the soleus muscle that was not subjected to stretching. Incubation of the muscles
with gadolinium completely prevented the activation of mTORC1 markers caused by stretching. Incubation
of the soleus muscle in the solution with Yoda1 resulted in a decrease in the mechano-dependent phosphor-
ylation of p70S6K, rpS6, and 4E-BP1 compared to a muscle that was not exposed to Yoda1. Thus, Piezo1
channels do not appear to play a role in the activation of mTORC1 signaling in rat soleus muscle in response
to passive stretching.

Keywords: skeletal muscle, mechanotransduction, passive stretch, Piezo1 channels, gadolinium, Yoda1,
mTORC1, p70S6K, rpS6, 4E-BP1
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АBCG2-белок (BCRP, белок резистентности рака молочной железы) – эффлюксный трансмем-
бранный белок, принимающий участие в транспорте эндо- и экзогенных веществ, а также развитии
резистентности опухолей к химиотерапии. В рамках настоящей работы оценивалось влияние поло-
вых гормонов прогестерона, эстрадиола и тестостерона на относительное количество ABCG2 в
клетках линии Caco-2, а также роль орфанных рецепторов (фарназоид Х рецептора (FXR), консти-
тутивного андростанового рецептора (CAR), прегнан Х рецептора (PXR), печеночного X рецептора
подтипа альфа (LXRa)) в данном процессе. Количество ABCG2 оценивали методом вестерн-блот.
Гормоны использовали в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ и длительностью экспозиции 24 ч. Все гор-
моны во всех концентрациях вызывали повышение количества ABCG2. Ингибирование PXR и FXR
препятствовало повышению уровня ABCG2 под действием прогестерона. Подавление CAR и PXR
частично уменьшало экспрессию ABCG2, вызванную эстрадиолом по сравнению с изолированным
воздействием эстрогена, но все равно уровень транспортера превышал показатели контроля. Инги-
бирование PXR и FXR снижало индуцирующее действие тестостерона, тем не менее уровень транс-
портера превышал показатели контроля. Таким образом, в ходе исследования было показано, что
все половые гормоны во всех концентрациях повышали количество ABCG2, причем в реализации
действия эстрадиола принимают участие CAR и PXR, а тестостерона и прогестерона – FXR и PXR.

Ключевые слова: АBCG2, белок резистентности рака молочной железы, орфанные рецепторы, кле-
точная линия Сасо-2
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ВВЕДЕНИЕ

АBCG2-белок (BCRP, белок резистентности
рака молочной железы) – мембранный транспор-
тер массой 75 кДа, который впервые был иденти-
фицирован в линии клеток рака молочной желе-
зы человека (MCF-7/AdrVp). Данные клетки ха-
рактеризовались ATP-зависимым механизмом,
который уменьшал внутриклеточное накопление
и токсичность химиотерапевтического препарата
митоксантрона [1].

В настоящее время установлено, что ABCG2
является членом суперсемейства АВС-транспор-
теров человека (подсемейство G) и использует
гидролиз ATP для активного транспорта субстра-
тов против их электрохимического градиента из
клеток во внеклеточное пространство, биологи-
ческие жидкости и полости органов. Функцио-
нальная единица ABC-транспортеров характери-
зуется двумя нуклеотид-связывающими домена-

ми (NBD) и двумя трансмембранными доменами
(TMD), которые вместе образуют полость транс-
локации субстрата.

В отличие от многих других членов суперсе-
мейства ABC-транспортеров, ген ABCG2 кодиру-
ет половину белковой молекулы ABCG2 с одной
цитоплазматической областью NBD, за которой
следует одна область TMD, состоящая из шести
α-спиралей, необходимых для распознавания и
транспорта субстрата. Недавний анализ кристал-
лической структуры показал, что ABCG2 суще-
ствует как в димерном, так и в тетрамерном со-
стоянии, состоящем из двух димеров [2, 3].

ABCG2 обладает широкой субстратной специ-
фичностью и способен транспортировать струк-
турно и химически несвязанные вещества эндо-
генной и экзогенной природы, например, миток-
сантрон, метотрексат, доксорубицин, топотекан,
а также порфирины, желчные кислоты и эстро-
ны [4].

УДК 576.54
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ABCG2 экспрессируется в гепатоцитах, энте-
роцитах, эпителии почечных канальцев, эндоте-
лии гистогематических барьеров в мозге, тестику-
лах, плаценте, а также в опухолевых клетках, где
он выполняет важнейшую защитную роль, огра-
ничивая клеточное и тканевое накопление ксено-
биотиков [5, 6]. Кроме того, ABCG2 принимает
участие в выведении мочевой кислоты в прокси-
мальных канальцах почек, и снижение его актив-
ности, например, в результате полиморфизмов в
гене, кодирующем транспортер, может предрас-
полагать к развитию подагры [7].

Механизмы регуляции ABCG2 активно изуча-
ются в настоящее время. Учитывая высокую экс-
прессию ABCG2 в опухолевых клетках, чувстви-
тельных к женским половым гормонам, а также в
синцитиотрофобластах плаценты в ряде исследо-
ваний было показано влияние половых гормонов
на данный белок-транспортер.

Обработка ER-позитивных клеток (ER – ре-
цептор эстрогена) рака молочной железы челове-
ка T47D:A18 10 нМ 17β-эстрадиолом в течение
24 ч индуцировала увеличение мРНК ABCG2 в
3 раза. Более того, мутации и делеции эстроген-
респонсивного элемента в промоторе ABCG2 со-
ответственно ослабляли и отменяли эту индукцию,
предполагая прямую регуляторную роль эстроге-
на [8]. Однако клеточная линия T47D (протоко-
вая карцинома молочной железы), трансфициро-
ванная конструкцией люциферазы промотора
ABCG2, показала, что обработка 17β-эстрадио-
лом (0.1–10000 нМ) в течение 24 ч не влияла на
активность люциферазы. Авторы предположили,
что отсутствие промоторной активности может
быть связано с низким эндогенным уровнем ERα
в этих клетках. Трансфекция клеточной линии
T47D конструкцией с ERα приводила к значи-
тельной индукции активности люциферазы по-
сле обработки 17β-эстрадиолом [9].

Эстрадиол в концентрации 100 нМ при воз-
действии в течение 12 и 48 ч повышал экспрессию
мРНК ABCG2 (12 ч) и уровень белка (48 ч) в 1.5 ра-
за по сравнению с контрольными носителями в
первичных трофобластах, выделенных из доно-
шенных плацент человека [10].

Инкубация клеточной линия хориокарцино-
мы человека BeWo с прогестероном (1–10 мкМ) в
течение 72 ч индуцировала экспрессию мРНК и
белка ABCG2 до 2 раз [11]. Кроме того, прогестерон
уменьшал внутриклеточное накопление класси-
ческого субстрата ABCG2 митоксантрона, что со-
гласуется с повышенной активностью транспор-
тера [12].

В исследовании Yasuda и соавт. трансфициро-
вали клеточную линию T47D плазмидой с про-
мотором ABCG2 и люциферазой. После воздей-
ствия ряда концентраций прогестерона (1 нМ–
10 мкМ) в течение 24 ч было продемонстрировано

~2.6-кратное повышение активности люцифера-
зы. Активацию люциферазы можно было инвер-
тировать при добавлении 100 нМ мифепристона
(RU-486) – стероидного гормона, сходного по
структуре с природным прогестероном [9]. Ин-
тересно, что после обработки прогестероном
(0.0001 нМ–10 мкМ) в течение более длительного
периода времени (48 ч) экспрессия и активность
ABCG2 значительно снижались как в клеточных
линиях T47D, так и в MCF-7 [13, 14].

Таким образом, в данных исследованиях были
получены противоречивые результаты. При этом
работы были выполнены преимущественно на
опухолевых клетках-мишенях для женских поло-
вых гормонов. В то же время, учитывая локализа-
цию ABCG2 не только в опухолевых клетках и
клетках репродуктивной системы, но и в органах,
участвующих в фармакокинетике лекарственных
веществ (например, кишечнике, печени), акту-
альным является изучение влияния половых гор-
монов на ABCG2 и в клетках данных органов. Вли-
яние тестостерона на данный белок-транспортер
в доступной литературе обнаружено не было.

Учитывая низкую экспрессию рецепторов по-
ловых гормонов в кишечнике, можно предполо-
жить, что прогестерон, эстрадиол и тестостерон
будут оказывать свои эффекты через другие ре-
цепторы. С этих позиций обращают на себя вни-
мание орфанные рецепторы, являющиеся члена-
ми суперсемейства ядерных рецепторов. Свое на-
звание они получили из-за того, что в отличие от
классических ядерных рецепторов для них не бы-
ли известны эндогенные лиганды [15]. На данный
момент считается, что лигандом печеночного X
рецептора подтипа альфа (LXRα) являются окси-
стеролы, конститутивного андростанового ре-
цептора (CAR) – андростан, прегнан Х рецептора
(PXR) – прегненолон 16α-карбонитрил, фарна-
зоид Х рецептора (FXR) –желчные кислоты [16–18].

Доказана важная роль LXRα в регуляции мета-
болизма липидов и холестерина, CAR и PXR –
внутриклеточного метаболизма и окислительно-
восстановительного баланса, FXR в регуляции
синтеза желчных кислот. Кроме того, все эти ре-
цепторы (LXRα, CAR, PXR, FXR) могут прини-
мать участие в регуляции ферментов I и II фазы
биотрансформации (например, изоферментов ци-
тохромов Р450), а также белков-транспортеров [19].

В ряде исследований было показано, что поло-
вые гормоны могут влиять на LXRα [20], CAR [21],
PXR [22], FXR [23, 24].

Поэтому целью настоящей работы явилось
изучение воздействия половых гормонов проге-
стерона, эстрадиола и тестостерона на относи-
тельное количество ABCG2 в клетках линии
Caco-2, а также оценка роли орфанных рецепто-
ров (фарназоид Х рецептора, конститутивного
андростанового рецептора, прегнан Х рецептора,
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печеночного X рецептора подтипа альфа) в дан-
ном процессе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Культивирование клеток. Исследование вы-

полнено на линии клеток аденокарциномы обо-
дочной кишки человека (Caco-2) (ЦКП “Коллек-
ция культур клеток позвоночных”, Санкт-Петер-
бург, Россия). Клетки культивировали при 37°C
и 5% содержании СО2 в инкубаторе WS-189C
(World Science, Корея) в Дульбекко модифициро-
ванной среде Игла (DMEM) с высоким содержа-
нием глюкозы (4500 мг/л) (Sigma-Aldrich, Герма-
ния), с добавлением L-глутамина (4 мМ) (Sigma-
Aldrich), 15% эмбриональной бычьей сыворотки
(Sigma-Aldrich), 100 ед/мл и 100 мкг/мл пеницил-
лина и стрептомицина (Sigma-Aldrich) соответ-
ственно.

Клетки культивировали в течение 21 сут, по-
скольку при данном сроке происходит их спон-
танная дифференцировка в энтероцитоподобные
клетки, экспрессирующие ABCG2 [25].

Клетки культивировали в 6-луночных план-
шетах. Прогестерон (Sigma-Aldrich, США), эст-
радиол (Sigma-Aldrich), тестостерон (Sigma-Al-
drich), добавляли к монослою клеток в концен-
трациях 1, 10 и 100 мкМ и инкубировали в течение
24 ч. Клетки контрольной группы инкубировали
в течение 24 ч в питательной среде с добавлением
этанола (растворитель тестируемых веществ) в
конечной концентрации 0.01%.

Для оценки роли орфанных рецепторов (LXRα,
CAR, PXR, FXR) совместно с половыми гормона-
ми в концентрации 10 мкМ к клеткам добавляли
ингибитор LXRα 3-(3,4-Диметоксифенил)-N-[4-
(трифлуорометил)фенил]-2-пропенамид (TFCA,
30 мкМ, Sigma-Aldrich) [26], ингибитор CAR
5-[(Диэтиламино)ацетил]-10,11-дигидро-5Н-ди-
бензо[b,f]азепин-3-ил]этиловый эфир карбами-
новой кислоты (CINPA1, 10 мкМ, Tocris, Велико-
британия) [27], ингибитор PXR кетоконазол
(10 мкМ, Sigma-Aldrich) [28], ингибитор FXR та-
уро-β-холевую кислоту в концентрации 200 мкМ
(β-TA, Sigma Aldrich) [29]. Ингибиторы добавляли
за 30 мин до внесения гормонов.

После окончания экспозиции с тестируемыми
веществами клетки снимали с поверхности лунок
раствором трипсин-EDTA (0.25% трипсина и
0.2% EDTA, Sigma-Aldrich), трижды промывали
раствором фосфатного буфера (Bio-Rad, США) и
лизировали в буфере Ripa (Sigma-Aldrich) c добав-
лением смеси ингибиторов протеиназ: 2 мМ
гидрохлорида 4-(2-аминоэтил)бензолсульфонил-
фторида (AEBSF), 0.3 мкМ апротинин, 130 мкМ
бестатин, 1мМ EDTA, 14 мкМ транс-эпоксисук-
цинил-L-лейциламидо(4-гуанидино)бутан (Е-64),
1 мкМ лейпептин (Sigma-Aldrich) в течение 30 мин

при +4°С и постоянном перемешивании из рас-
чета 107 клеток на 100 мкл буфера. Полученный
лизат центрифугировали при 5000g (CM-50, Ep-
pendorf, Германия). Супернатант использовали
для выполнения биохимических исследований.

Количество белка в пробах анализировали ме-
тодом Бредфорд (Pierce Coomassie Plus (Bradford)
Assay Kit, ThermoFisher, США) [30].

Определение относительного количества ABCG2 в
клетках линии Caco-2 проводили методом ве-
стерн-блот. 20 мкг белков супернатанта подверга-
ли электрофорезу с использованием 7.5% TGX
Stain-Free FastCast Acrylamide Kit (Bio-Rad) в бу-
ферной системе Laemmli (BioRad). Образцы сме-
шивали с буфером Laemmli, содержащим 50 мМ
β-меркаптоэтанол (Bio-Rad) в соотношении 1 : 2,
инкубировали 10 мин при температуре 70°C. Гели
пропускали при 100 В в течение 90 мин. Белки
переносили на нитроцеллюлозную мембрану
(Trans-Blot Turbo Mini-Size nitrocellulose, Bio-
Rad) с использованием Mini Trans-Blot (Bio-Rad)
в течение 10 мин при 20 В и 1.3 А. Белки на мем-
бране блокировали 1% раствором Casein Blocker
(Bio-Rad), содержащим 0.1% Tween-20 (Sigma-Al-
drich, Германия), при инкубации в течение 1 ч и
комнатной температуре. Детекцию белков ABCG2
проводили с использованием первичных кроли-
чьих антител (ABCG2 antibody, CSB-PA001081-
GA01HU, Cusabio, США) в концентрации 1 : 200
в блокирующем растворе Casein blocker (Bio-Rad)
в течение ночи при +4°С. Визуализацию первич-
ных антител осуществляли с использованием вто-
ричных антител козы (Goat anti-Rabbit IgG (H + L)
Cross-Adsorbed Secondary Antibody, HRP, Invitro-
gen, США) в разведении 1 : 4000 и инкубацией в
течение 1 ч при комнатной температуре.

Хемилюминесценцию фиксировали с помо-
щью ChemiDocXRS+ (Bio-Rad). Интенсивность
полученных полос (бэндов) анализировали ден-
ситометрически с помощью программного обес-
печения ImageLab (Bio-Rad).

Молекулярная масса ABCG2 была подтвер-
ждена путем сравнения с маркерами молекуляр-
ной массы (Precision plus protein standards Dual
Color, Bio-Rad).

Содержание ABCG2 оценивали относительно
уровня белка домашнего хозяйства GAPDH (пер-
вичные мышиные моноклональные антитела
GAPDH Loading Control Monoclonal Antibody
(GA1R), DyLight 68 (Invitrogen), разведение 1 : 1000,
вторичные кроличьи антитела к первичным анти-
телам GAPDH – Rabbit-anti-Mouse IgG (H + L)
Secondary Antibody, HRP (Invitrogen), разведение
1 : 4000.

Статистический анализ. Полученные результа-
ты анализировали с помощью программ Graph-
Pad Prism Version 9.5.0. Результаты представлены
в виде M ± SD. Для оценки статистической зна-



БИОЛОГИЧЕСКИЕ МЕМБРАНЫ  том 40  № 5  2023

ВЛИЯНИЕ ПОЛОВЫХ ГОРМОНОВ НА БЕЛОК ТРАНСПОРТЕР 373

чимости различий использовали дисперсионный
анализ (ANOVA), попарные сравнения выполня-
ли с помощью критерия Тьюки. Статистически
значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние половых гормонов на относительное
количество ABCG2 в клетках линии Caco-2. Инку-
бирование клеток линии Caco-2 с прогестероном
в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ приводило к по-
вышению уровня белка ABCG2 на 151.4, 114.9 и
90.3% соответственно (р < 0.0001 для каждой се-
рии) относительно контрольного значения, при-
нятого за 1 (рис. 1 (1, 2, 3, 4)).

Воздействие эстрадиола в концентрациях 1, 10
и 100 мкМ в течение 24 ч увеличивало относи-
тельное количество ABCG2 на 126.2, 152.0 и 95.7%
(р < 0.0001 для каждой серии) соответственно по
сравнению с контролем (рис. 1 (1, 5, 6, 7)).

При инкубации клеток с тестостероном в кон-
центрациях 1, 10 и 100 мкМ также отмечалось уве-
личение относительного количества ABCG2 на
129.5, 130.2 и 88.5% соответственно (р < 0.01 для
каждой серии) относительно контрольных значе-
ний (рис. 1 (1, 8, 9, 10)).

Таким образом, в ходе исследования установ-
лено, что все половые гормоны (прогестерон, эст-
радиол и тестостерон) повышают количество
ABCG2 в клетках линии Caco-2.

Роль орфанных ядерных рецепторов в индукции
ABCG2 под действием прогестерона. Прогестерон
в концентрации 10 мкМ вызывал повышение от-
носительного количества ABCG2 на 118.3% (p <
< 0.0001) по сравнению с контролем (рис. 2 (6)).
Ингибитор PXR кетоконазол и ингибитор FXR
тауро-β-холевая кислота препятствовали повы-
шению ABCG2 под действием прогестерона, его
относительное количество достоверно не отлича-
лось от показателей контроля и снижалось на 51.5

Рис. 1. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к
ABCG2 в контроле и при воздействии прогестерона, эстрадиола и тестостерона: 1 – контроль, 2, 3, 4 – прогестерон
в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ соответственно; 5, 6, 7 – эстрадиол в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ соответствен-
но; 8, 9, 10 – тестостерон в концентрациях 1, 10 и 100 мкМ соответственно. * p < 0.01 − статистически значимые от-
личия от показателей контроля. Результаты дисперсионного анализа: F = 7.27, р < 0.0001.
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и 50.1% соответственно относительно изолиро-
ванного воздействия гормона (рис. 2 (1, 4, 5)).

Ингибитор LXRα TFCA и ингибитор CAR
CINPA1 достоверного эффекта на индуцирующее
действие прогестерона (10 мкМ) не оказали, от-
носительное количество ABCG2 превышало по-
казатели контроля на 113.5% (p < 0.0001) и 115.4%
(p < 0.0001) и достоверно от изолированного при-
менения гормона не отличалось (рис. 2 (1, 2, 3)).

Таким образом, в регуляции ABCG2 под дей-
ствием прогестерона принимают участие FXR
и PXR.

Роль орфанных ядерных рецепторов в индукции
ABCG2 под действием эстрадиола. Эстрадиол в
концентрации 10 мкМ повышал относительное
количество ABCG2 на 156.2% (p < 0.0001) по срав-
нению с контролем (рис. 3 (6)).

Ингибитор CAR CINPA1 и ингибитор PXR ке-
токоназол вызывали снижение количества ABCG2
в клетках линии Caco-2 при воздействии эстра-
диола в концентрации 10 мкМ на 21.1% (р =
= 0.0002) и 22.3% (р < 0.001) соответственно по
сравнению с изолированным применением эст-
рогена, но все равно уровень транспортера пре-
вышал показатели контроля на 102.1 и 99.1% соот-
ветственно (p < 0.0001) (рис. 3 (1, 3, 4)).

Ингибитор LXRα TFCA и ингибитор FXR тау-
ро-β-холевая кислота достоверного эффекта на
индуцирующее действие эстрадиола (10 мкМ) не
оказали, относительное количество ABCG2 пре-
вышало показатели контроля на 137.4 и 166.3% со-
ответственно (p < 0.0001 для обеих групп), досто-
верно от изолированного применения гормона не
отличалось (рис. 3 (1, 2, 5)).

Таким образом, в регуляции ABCG2 под дей-
ствием эстрадиола принимают участие CAR и PXR.

Роль орфанных ядерных рецепторов в индукции
ABCG2 под действием тестостерона.Тестостерон в
концентрации 10 мкМ повышал относительное
количество ABCG2 на 135.6% (p < 0.0002) по срав-
нению с контролем (рис. 4 (6)).

Ингибитор PXR кетоконазол и ингибитор FXR
тауро-β-холевая кислота снижали индуцирующее
действие тестостерона, количество ABCG2 в
клетках линии Caco-2 снижались на 30.6% (р =
= 0.02) и 18.1% (р = 0.05) соответственно по срав-
нению с изолированным применением тестосте-
рона, тем не менее уровень транспортера превы-
шал показатели контроля на 63.4% (p = 0.05) и
93.0% (р = 0.01) относительно контроля (рис. 4 (1,
4, 5)).

Ингибитор LXRα TFCA и ингибитор CAR
CINPA1 достоверного эффекта на индуцирующее
действие тестостерона не оказали, относительное
количество ABCG2 превышало показатели кон-
троля на 134.1% (р = 0.0002) и 97.9% (р = 0.004) и
достоверно от изолированного применения гор-
мона не отличалось (рис. 4 (1, 2, 3)).

Таким образом, в регуляции ABCG2 под
действием тестостерона принимают участие FXR
и PXR.

ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе настоящего исследования оценивалось

воздействие половых гормонов прогестерона,
эстрадиола и тестостерона на относительное ко-
личество ABCG2 в клетках линии Caco-2, являю-

Рис. 2. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к ABCG2
в контроле (1) и при воздействии прогестерона в концентрации 10 мкМ изолированно (6) и в сочетании с ингибиторами
LXRα – TFCA (2), CAR – CINPA1 (3), PXR – кетокеназола (4), тауро-β-холевой кислотой (5). * p < 0.0001 − статистиче-
ски значимые отличия от показателей контроля, # p < 0.0001 − статистически значимые отличия от показателей изоли-
рованного применения прогестерона. Результаты дисперсионного анализа: F = 153, p < 0.0001.
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щейся моделью тонкокишечного эпителия, а так-
же роль орфанных рецепторов (LXRα, CAR, PXR,
FXR) в механизмах регуляции белка-транспорте-
ра в данных экспериментальных условиях.

В ходе настоящего исследования было уста-
новлено, что все изученные половые гормоны
(прогестерон, эстрадиол и тестостерон) повыша-
ют относительное количество ABCG2 в клетках
Caco-2.

Выделяют следующие механизмы регуляции
ABCG2: изменение активности синтезированно-

го белка, изменение экспрессии гена, кодирую-
щего ABCG2, полиморфизм в гене ABCG2, пост-
трансляционная модификация молекулы транс-
портера, амплификация гена, деметилирование
ДНК, влияние микроРНК, модификация гисто-
нов [31].

При этом основная роль отводится изменению
экспрессии гена ABCG2 под действием транскрип-
ционных факторов, поэтому именно этот меха-
низм и был изучен в данном исследовании.

Рис. 3. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к
ABCG2 в контроле (1) и при воздействии эстрадиола в концентрации 10 мкМ изолированно (6) и в сочетании с инги-
биторами LXRα – TFCA (2), CAR – CINPA1 (3), PXR – кетокеназола (4), FXR – тауро-β-холевой кислотой (5). * p <
< 0.0001 − статистически значимые отличия от показателей контроля, # p < 0.001 − статистически значимые отличия
от показателей изолированного применения прогестерона. Результаты дисперсионного анализа: F = 110, p < 0.0001.
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Рис. 4. Вестерн-блотинг и денситометрический анализ лизатов клеток линии Caco-2 с использованием антител к
ABCG2 в контроле (1) и при воздействии тестостерона в концентрации 10 мкМ изолированно (6) и в сочетании с ин-
гибитором LXRα – TFCA (2), CAR – CINPA1 (3), PXR – кетокеназола (4), FXR – тауро-β-холевой кислотой (5). * p <
< 0.01 − статистически значимые отличия от показателей контроля, # p ≤ 0.05 − статистически значимые отличия от
показателей изолированного применения прогестерона. Результаты дисперсионного анализа: F = 13, p < 0.0002.
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В качестве изучаемых факторов транскрипции
были выбраны орфанные рецепторы LXRα, CAR,
PXR, FXR, поскольку они являются основными
регуляторами ферментов биотрансформации и
белков-транспортеров, а также взаимодействуют
с половыми гормонами. Для оценки роли орфан-
ных рецепторов в механизме влияния половых
гормонов на относительное количество ABCG2
были применены их специфические ингибиторы.

Для инактивации LXRα использовали N-(4-
трифторметилфенил)3,4-диметоксициннамид
(TFCA). Считается, что TFCA ингибирует акти-
вацию лиганд-связывающего домена LXRα за
счет водородной связи с Arg305 в области H5 это-
го домена [26]. CINPA1 (CAR inhibitor not PXR ac-
tivator 1) использовали в качестве ингибитора
CAR. Он блокирует лиганд-связывающий домен
CAR, а также подавляет его взаимодействие с ко-
активаторами [27].

Ингибирование PXR осуществляли с помо-
щью кетоконазола. Кетоконазол (противогриб-
ковый препарат группы азолов) связывается с
AF-2, областью лиганд-связывающего домена PXR,
и таким образом подавляет его активацию [32].

Тауро-β-холевая кислота использовалась в ка-
честве ингибитора FXR. Предполагается, что она
взаимодействует с лиганд-связывающим карма-
ном FXR и препятствует реализации его активно-
сти [29].

В ходе настоящего исследования было показа-
но, что в регуляции ABCG2 под действием эстра-
диола принимают участие CAR и PXR, а под дей-
ствием тестостерона и прогестерона – FXR и PXR.

При этом ингибирование орфанных рецепто-
ров при действии эстрадиола и тестостерона не
предотвращало полностью индуцирующее дей-
ствие гормонов, количество ABCG2 превышало
показатели контроля. Полученные результаты
свидетельствуют о том, что видимо в регуляции
ABCG2 под действием эстрадиола и тестостерона
принимают участие и другие сигнальные пути.

В клетках линии Caco-2 описана экспрессия
эстрогеновых рецепторов (преимущественно под-
тип бета) [33] и тестостероновых рецепторов [34],
поэтому логично предположить, что действие
данных гормонов будет реализоваться через соот-
ветствующие рецепторы.

В промоторе гена ABCG2 обнаружено эстро-
ген-респонсивный элемент (регион в промоторе –
243–115) [8], а также гестаген-респонсивный эле-
мент (регион в промоторе – 243–115) [12]. В то же
время в клетках линии Caco-2 выявлен крайне
низкий уровень прогестероновых рецепторов [35].

Наше исследование показало, что в регуляции
ABCG2 под действием всех половых гормонов
принимал участие FXR. Полученные результаты
согласуются с данными литературы о роли этого
рецептора в регуляции белка транспортера. Так,

например, в исследовании на клетках рака обо-
дочной кишки было показано, что цисплатин-
индуцированная химиорезистнетность, опосре-
дованная ABCG2, развивается с участием FXR [36].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, в исследовании на клетках ли-

нии Caco-2 было установлено, что половые гор-
моны вызывают повышение количества белка-
транспортера ABCG2, причем в реализации дей-
ствия эстрадиола принимают участие CAR и PXR,
а тестостерона и прогестерона – FXR и PXR.

Конфликт интересов. Авторы декларируют от-
сутствие явных и потенциальных конфликтов ин-
тересов, связанных с публикацией настоящей
статьи.

Соответствие принципам этики. Настоящая
статья не содержит описания каких-либо иссле-
дований с участием людей или животных в каче-
стве объектов.
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Protein ABCG2 (BCRP, breast cancer resistance protein) is an eff lux transmembrane protein involved in the
transport of endo- and exogenous substances, as well as in the development of tumor resistance to chemo-
therapy. In this work, the inf luence of sex hormones progesterone, estradiol, and testosterone on the rel-
ative amount of ABCG2 in Caco-2 cells was studied, as well as the role of orphan receptors (farnazoid X
receptor (FXR), constitutive androstane receptor (CAR), pregnane X receptor (PXR), hepatic X receptor
subtype alpha (LXRa)) in this process. The amount of ABCG2 was assessed by Western blot. Hormones were
used at concentrations of 1, 10, and 100 μM, exposure time was 24 h. All hormones at all concentrations
caused an increase in the amount of ABCG2. Inhibition of PXR and FXR prevented the increase in ABCG2
under the action of progesterone. Suppression of CAR and PXR reduced ABCG2 levels with estradiol com-
pared with estrogen exposure alone, but still the transporter level was higher than in controls. Inhibition of
PXR and FXR reduced the effect of testosterone; however, the level of the transporter exceeded the control
values. Thus, our study showed that all sex hormones at all concentrations used increased the amount of
ABCG2, that CAR and PXR are involved in the implementation of the action of estradiol, and that FXR and
PXR are involved in the implementation of the effects of testosterone and progesterone.

Keywords: АBCG2, breast cancer resistance protein, orphan receptors, cell line Caco-2
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В старении организма и развитии возраст-ассоциированных заболеваний триггерным механизмом
признается гиперактивация гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой нейроэндокринной оси,
гиперсекреция глюкокортикоидов, оказывающих при чрезмерной и долговременной стимуляции
воспалительно-дегенеративные эффекты. Хронический стресс усугубляет глюкокортикоид-зави-
симые атрофические изменения в стареющем мозге, усиливает нейровоспаление и неврологиче-
скую дисфункцию, является ключевым фактором риска болезни Альцгеймера. В коррекции асеп-
тического нейровоспаления у лиц пожилого и старческого возраста патогенетически обосновано
применение противовоспалительных агентов, проявляющих антиглюкокортикоидные (проанабо-
лические) и антиглутаматные (антиэксайтотоксические) эффекты. Сукцинат/SUCNR1-сигнализа-
ция задействована в развитии иммуномодулирующих, трофических, антигипоксических эффектов,
однако ее роль в механизмах стресс-реакции остается неисследованной. Цель работы заключалась
в оценке влияния сукцинат/SUCNR1-сигнализации на развитие стресс-индуцированного нейро-
воспаления в коре головного мозга старых крыс. Работа была выполнена на белых беспородных
крысах-самцах в возрасте 18 мес. Хронический иммобилизационный стресс моделировали путем
6-часового ограничения подвижности животных в индивидуальных пластиковых пеналах ежеднев-
но на протяжении 5 дней. В качестве формы сукцината, преодолевающей гематоэнцефалический
барьер, был использован препарат мексидол (2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина (ЭМГП) сукцинат).
Мексидол вводили внутрибрюшинно в дозе 100 мг/кг ежедневно на протяжении 5 дней за 15 мин до
начала стрессирования. В образцах коры головного мозга (КГМ) методом иммуноблотинга опреде-
ляли содержание провоспалительных цитокинов (IL-1β, TNF-α), противовоспалительных цитоки-
нов (TGF-β1, IL-10), глюкокортикоидных рецепторов (ГРα), транскрипционного коактиватора
PGC-1α, сукцинатного рецептора SUCNR1/GPR91, фактора роста эндотелия сосудов VEGF. Было
показано, что хронический иммобилизационный стресс вызывал увеличение уровня IL-1β и TNF-α
в курсе стрессирования, что сопровождалось снижением содержания противовоспалительных ци-
токинов, SUCNR1, ГРα, PGC-1α. Курсовое введение ЭМГП сукцината ограничило развитие
стресс-индуцированного нейровоспаления в КГМ старых крыс, предотвратило снижение уровня
SUCNR1, IL-10, TGF-β1, PGC-1α, ГРα. Исследование впервые раскрывает стресс-протекторный
потенциал сукцинат/SUCNR1-сигналинга в мозге старых крыс, связанный с активацией PGC-1α-
зависимых противовоспалительных механизмов в условиях хронического стресса.

Ключевые слова: старение, нейровоспаление, стресс, сукцинат, SUCNR1, крысы
DOI: 10.31857/S0233475523050122, EDN: QZWKTB

ВВЕДЕНИЕ
Старение организма сопровождается прогрес-

сией системного вялотекущего асептического
воспаления, провоцирующего и потенцирующего
развитие возраст-ассоциированных патологий.
Несмотря на высокую медико-социальную зна-
чимость проблемы старческого персистирующе-
го воспаления, причины и механизмы этого явле-
ния остаются не вполне понимаемыми, также как

подходы к его коррекции [1]. Специфической ха-
рактеристикой старения является гиперактива-
ция нейроэндокринной гипоталамо-гипофизар-
но-надпочечниковой (ГГН) оси и гиперпродук-
ция глюкокортикоидов (ГК), которая признается
триггерным и центральным механизмом в биоло-
гии старения человека [2]. Наиболее пагубно ги-
перкортизолемия влияет на нервную ткань, по-
скольку вызывает супрессию биогенеза митохон-
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дрий и ангиогенеза, дистрофические изменения
нейронов и глии, амилоидогенез, нейровоспале-
ние [3–5]. ГК через активацию глюкокортико-
идных рецепторов (ГР) индуцируют экспрессию
субъединиц ионотропных глутаматных NMDA-
рецепторов (N-methyl-D-aspartate receptor, NMDAR),
являются аллостерическими активаторами NMDA-
рецепторов, потенцируют эксайтотоксическую
гибель нейронов и NMDA-рецептор-зависимую
провоспалительную поляризацию микроглии [6, 7].

Хронический стресс в старческом возрасте
усугубляет ГК/ГР-зависимые воспалительно-де-
генеративные изменения в гиппокампе и пре-
фронтальной коре, способствует снижению ко-
гнитивных функций и рассматривается как веду-
щий фактор в развитии болезни Альцгеймера [3, 4].
Таким образом, в коррекции старческого асепти-
ческого нейровоспаления патогенетически обос-
новано применение противовоспалительных
агентов, проявляющих антиглюкокортикоидные
(проанаболические) и антиглутаматные (антиэк-
сайтотоксические) эффекты [3].

В качестве клинически значимых препаратов
при возрастном неразрешимом асептическом ней-
ровоспалении могут быть использованы агонисты
ядерных рецепторов/лигандзависимых факторов
транскрипции, сочетающих противовоспалитель-
ную и антиглюкокортикоидную активность: се-
лективные модуляторы эстрогеновых и андроге-
новых рецепторов, тиазолидиндионы (агонисты
PPARγ, peroxisome proliferator activated receptor),
фибраты (агонисты PPARα), статины (агонисты
ERRα, estrogen related receptor), для многих из ко-
торых при продолжительном приеме показана
кардио- и гепатотоксичность, риск тромбоза и
онкологических заболеваний [8–10]. В связи с
чем разработка эффективных и безопасных фар-
макоагентов, купирующих хроническое неразре-
шимое воспаление, вызванное глюкокортикоидной
гиперстимуляцией и дефицитом проанаболиче-
ских регуляторов, является одним из наиболее
перспективных фармакологических подходов (reso-
lution pharmacology) к коррекции старческого
персистирующего воспаления [11].

В исследованиях 2016–2022 годов была уста-
новлена иммуномодулирующая активность эндо-
генного метаболита, интермедиата цикла трикар-
боновых кислот янтарной кислоты (сукцинат),
реализуемая через активацию специфического
G-белок-сопряженного сукцинатного рецептора
SUCNR1, экспрессируемого иммуноцитами всех
типов [12]. SUCNR1 является сенсором экстрак-
леточного сукцината, продукция которого увели-
чивается при гипоксии/ишемии и воспалении в
восстановительном (обращенном) цикле Кребса
[13]. В 2021 году было показано, что сукцинат
SUCNR1 опосредованно вызывает противовоспа-
лительную гиперполяризацию макрофагов [14].

SUCNR1 отрицательно регулирует воспалитель-
ную активацию макрофагов, снижая экспрес-
сию мРНК IL-1β и секрецию IL-6 и TNF-α [15].
Сукцинат/SUCNR1-сигнализация в централь-
ной нервной системе (ЦНС) оказывает антигипо-
ксические и трофические эффекты, такие как ак-
тивация ангиогенеза, митохондриогенеза, аксо-
нального роста [16–18]. Более того, сукцинат
проявляет противосудорожное, анксиолитическое,
седативное действие и потенциально антиэкс-
айтотоксическую активность [19–21]. В 2021–
2022 годах нами было показано, что курсовое
применение сукцинатсодержащего препарата
мексидола (2-этил-6-метил-3-гидроксипириди-
на (ЭМГП) сукцинат) оказывает противовоспа-
лительное действие при хроническом старческом
нейровоспалении, увеличивает экспрессию мар-
керов и формирование морфологических черт го-
меостатического (разветвленного) фенотипа мик-
роглии в коре головного мозга и СА1 поле гиппо-
кампа стареющих крыс [22, 23].

Стресс сопряжен как с нейровоспалением, так
и с гипоксией [3], однако роль сукцината как
ключевого антигипоксического и противовоспа-
лительного (иммунометаболит) сигнала в разви-
тии стресс-реакции остается неисследованной.

Цель работы заключалась в оценке влияния
ЭМГП сукцината на развитие стресс-индуциро-
ванного нейровоспаления в коре головного мозга
стареющих крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование было выполнено на белых бес-
породных крысах-самцах в возрасте 18 мес (n =
= 120), выращенных в стандартных условиях ви-
вария ФГБНУ “НИИ общей патологии и патофи-
зиологии” при естественной смене суточной
освещенности, свободном доступе к пище и воде.
Эксперименты проводили в соответствии с На-
циональным стандартом РФ ГОСТ Р-53434–2009
“Принципы надлежащей лабораторной практи-
ки”, Директивой 2010/63/EU Европейского пар-
ламента и Совета Европейского Союза по охране
животных, используемых в научных целях. Про-
токолы экспериментов были утверждены локаль-
ным этическим комитетом ФГБНУ “НИИОПП”
(протокол утверждения планируемого исследова-
ния № 1 от 03.03.2022, протокол утверждения за-
вершенного исследования № 1 от 01.02.2023).

Хронический иммобилизационный стресс мо-
делировали путем ограничения подвижности жи-
вотных в индивидуальных пластиковых пеналах
(15 × 9 × 9 см) с вентиляционными отверстиями.
На протяжении стрессирующего воздействия жи-
вотные не имели доступа к пище и воде, находи-
лись под ярким направленным освещением. Про-
должительность иммобилизации составляла 6 ч в
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день (12:00–18:00). Стрессирование проводили
ежедневно в течение 5 дней [24].

В качестве формы сукцината, преодолевающей
гематоэнцефалический барьер, в работе был ис-
пользован сукцинатсодержащий препарат мекси-
дол (2-этил-6-метил-3-гидроксипиридина (ЭМГП)
сукцинат, 50 мг/мл, ООО “НПК “ФАРМАСОФТ”)
для внутрибрюшинного (в/б) введения в дозе
100 мг/кг ежедневно в течение 5 дней за 15 мин до
начала стрессирования. С целью оценить влия-
ние ЭМГП на анализируемые показатели был ис-
пользован препарат эмоксипин (ЭМГП гидро-
хлорид, 10 мг/мл, Московский эндокринный за-
вод) для в/б введения в дозе 68 мг/кг, содержащей
ЭМГП в количестве (54 мг/кг), эквивалентном
его содержанию в примененной дозе мексидола.
ЭМГП гидрохлорид вводили ежедневно в течение
5 дней за 15 мин до начала стрессорного воздей-
ствия.

Было выполнено три экспериментальные се-
рии: (1) 5-дневное стрессирование 18-месячных
крыс; (2) 5-дневное стрессирование 18-месячных
крыс с предварительным введением ЭМГП сук-
цината; (3) 5-дневное стрессирование 18-месяч-
ных крыс с предварительным введением ЭМГП
гидрохлорида. В каждой серии были сформиро-
ваны пять контрольных групп (n = 3 в каждой) и
пять опытных групп (n = 5 в каждой) в соответ-
ствии с количеством дней стрессирования. Жи-
вотных выводили из эксперимента декапитацией
под эфирным наркозом сразу после стресс-сеан-
са. Мозг извлекали, отделяли на льду кору голов-
ного мозга (КГМ). Образцы КГМ быстро замора-
живали и хранили в жидком азоте.

Замороженные образцы КГМ растирали в
жидком азоте до порошкообразного состояния.
Навески массой 100 мг лизировали на льду в тече-
ние 30 мин в охлажденном до 2°С лизис-буфере
(в соотношении 1V ткань : 6V лизис-буфер; 50 мМ
HEPES, pH 7.6, 150 мМ NaCl, 2 мМ EGTA, 1%
тритон Х-100, 10% глицерин, 1 мМ дитиотреитол,
1 мМ Na3VO4, 1 мМ AEBSF, 60 мкг/мл апроти-
нин, 10 мкг/мл леупептин, 1 мкг/мл пепстатин А)
(Sigma-Aldrich, США) [25]. После центрифугиро-
вания (30 мин, 14000g, 4°C) супернатант, содер-
жащий искомые белки, смешивали с загрузоч-
ным буфером (4× Laemmli Sample Buffer), инку-
бировали 5 мин при 95°С и хранили при –80°С.
Концентрацию общего белка в пробах определя-
ли спектрофотометрически по методу Бредфорд.
Белки лизата КГМ разделяли в 10% полиакрила-
мидном геле, переносили на нитроцеллюлозную
мембрану электроэлюцией. Мембрану инкуби-
ровали с первичными антителами (разведение
1 : 500, 14 ч, 4°С, Santa Cruz Biotechnology, США)
против IL-1β (interleukin 1β; sc-515598), TNF-α
(tumor necrosis factor α; sc-52746), IL-10 (interleu-
kin 10; sc-57245), TGF-β1 (transforming growth fac-

tor β1; sc-130348), PGC-1α (peroxisome proliferator
activated receptor γ coactivator 1α, sc-518025),
GRα/β (glucocorticoid receptor α/β, sc-393232),
SUCNR1 (succinate receptor 1, sc-50466), VEGF
(vascular endothelial growth factor, sc-365578), вто-
ричными антителами (разведение 1 : 5000, 1 ч,
4°С), конъюгированными с пероксидазой хрена
(anti-mouse sc-516102, anti-rabbit sc-2030). В каче-
стве контроля использовали антитела к актину
(sc-376421). Детектирование белков осуществля-
ли в реакции с ECL-реагентами (Pierce Biotech-
nology Inc., США) на пленку фирмы Kodak с по-
следующей денситометрией в программе Adobe
Photoshop 7.0 (Adobe Systems, США). О содержа-
нии искомых белков судили по плотности окра-
шивания полосы связывания антител с белком.
Результат выражали в относительных денсито-
метрических единицах (ОДЕ).

Статистический анализ данных проводили с
помощью программы Statistica 10.0 (StatSoft Inc.,
США) с использованием непараметрического
рангового U-критерия Уилкоксона–Манна–Уит-
ни. Различия между сравниваемыми группами
считали статистически значимыми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее нами было показано, что в КГМ 18-ме-

сячных стареющих крыс в сравнении с 3-месяч-
ными (молодыми) и 6-месячными (средневоз-
растными) крысами развивается воспалительная
поляризация микроглии и хроническое умерен-
ное нейровоспаление: увеличивается содержание
провоспалительных цитокинов IL-1β и TNF-α,
снижается уровень экспрессии иммуносупрес-
сивного цитокина TGF-β1, а также сукцинатного
рецептора SUCNR1 и одного из ключевых регу-
ляторов реализации противовоспалительных и
проанаболических программ (митохондриогенез,
ангиогенез) – транскрипционного коактиватора
PGC-1α [17, 22], вызывающего трансрепрессию
провоспалительного фактора транскрипции
NF-kB (nuclear factor kappa B), активацию широ-
кого спектра противовоспалительных факторов
транскрипции (ERRα, PPARα, PPARγ, ГРα, ре-
цепторы половых, тиреоидных гормонов) и необ-
ходимого для противовоспалительной поляриза-
ции микроглии/макрофагов [26–31].

Модель хронического иммобилизационного
стресса, использованная в представленной рабо-
те, вызывала прогрессирующее в ходе повторяю-
щихся стресс-сеансов увеличение содержания
провоспалительных цитокинов IL-1β, TNF-α
в КГМ 18-месячных крыс (на 40 и 25% соответ-
ственно после 5-го стресс-сеанса, рис. 1а, 1б), что
происходило сопряженно с уменьшением содержа-
ния противовоспалительных цитокинов TGF-β1 и
IL-10 на 20 и 30% соответственно (рис. 1в, 1г), су-
прессией ГРα на 20% и PGC-1α на 40% (рис. 1д, 1е).
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В условиях хронической иммобилизации в КГМ
стареющих крыс происходило снижение содер-
жания SUCNR1 и маркера ангиогенеза VEGF (на
20% после 5-го стресс-сеанса, рис. 1ж, 1з). Сук-
цинат/SUCNR1 служит определяющей сигналь-
ной системой активации церебрального ангиоге-
неза в условиях гипоксического стресса [13, 16],
что связано с экспоненциальным увеличением
содержания сукцината и экспрессии SUCNR1
при гипоксии, однако у старых животных отмеча-
ется снижение эффективности сукцинат-проду-
цирующих механизмов [32], базовой экспрессии
SUCNR1 [22] и в условиях хронического иммоби-
лизационного стресса, что ведет к возрастному
ослаблению сукцинат/SUCNR1-зависимых про-
тивогипоксических механизмов (ангиогенез) и
гипоксической индукции механизмов воспале-
ния [26]. В целом полученные данные указывают
на развитие стресс-индуцированного воспаления
в КГМ старых крыс, отражают известный фено-
мен неконтролируемого воспалительного ответа
микроглии стареющего мозга на иммунный сти-
мул (праймирование микроглии) [26] и свиде-
тельствуют о возрастзависимом снижении эф-
фективности в ЦНС стресс-протекторных меха-
низмов.

Введение ЭМГП сукцината старым крысам
перед каждым эпизодом иммобилизации ограни-
чивало развитие стресс-индуцированной экспрес-
сии воспалительных цитокинов на протяжении
курса стрессирования и предотвращало сниже-
ние экспрессии противовоспалительных цитоки-
нов (рис. 1а–1г). Введение ЭМГП сукцината от-
меняло стрессорную супрессию ГРα, PGC-1α,
SUCNR1 и маркера активности сукцинатного ре-
цептора VEGF в КГМ старых крыс (рис. 1д–1з).
Курсовое введение ЭМГП гидрохлорида перед
каждым стрессированием не оказывало значимо-
го влияния на определяемые параметры, что ука-
зывает на ключевую роль сукцината в ограниче-
нии стресс-индуцированного нейровоспаления в
КГМ старых крыс.

При обсуждении роли сукцинат/SUCNR1-
сигнализации в развитии стресс-реакции и стресс-
индуцированного нейровоспаления необходимо
подчеркнуть, что ГК – стресс-реализующие гор-
моны ГГН-оси, признаны самыми сильными

физиологическими противовоспалительными сиг-
налами, которые оказывают на микроглию им-
муносупрессивные эффекты, существенно пре-
восходящие влияние широко применяемых
противовоспалительных фармакопрепаратов (ибу-
профена, индометацина, миноциклина). Микро-
глия экспрессирует ГР в высоких количествах,
что делает ее чувствительной мишенью ГК [33].
Иммуносупрессивные эффекты ГК/ГР оказыва-
ют ДНК-независимо, напрямую взаимодействуя
с провоспалительными факторами транскрипции
(трансрепрессия по механизму белок-белкового
взаимодействия), такими как NF-kB, AP1 (activa-
tor protein 1), IRF (interferon regulatory factor),
STAT (signal transducer and activator of transcrip-
tion) [34]. Геномные ГР-опосредованные эффек-
ты ГК являются провоспалительными, что осо-
бенно критично проявляется в нервной ткани и
связано с: (1) индукцией субъединиц NMDA-ре-
цептора, потенцированием глутаматной эксайто-
токсичности и NMDA-рецептор–зависимой про-
воспалительной поляризации микроглии [6, 7];
(2) супрессией ангиогенеза и стимуляцией гипо-
ксической провоспалительной поляризации мик-
роглии [5]; (3) супрессией митохондриогенеза и
сопряженным снижением выживаемости нейро-
нов [4]; (4) индукцией генов амилоидного пред-
шественника (APP) и амилоидогенного фермента
BACE1 (beta-site APP-cleaving enzyme 1), накоп-
лением β-амилоида, вызывающего воспалитель-
ную поляризацию микроглии [35]. В молодом и
зрелом возрасте воспалительно-дегенеративные
генно-опосредованные эффекты ГК/ГР блокиру-
ются антиглюкокортикоидными и противовоспа-
лительными эффектами половых и тиреоидных
гормонов: (1) половые гормоны являются есте-
ственными эндогенными антагонистами ГР [27];
(2) рецепторы половых гормонов гетеродимери-
зуются с ГР, отменяя транскрипционную актив-
ность последних [27]; (3) андрогеновый рецептор
блокирует экспрессию кортикотропин-рилизинг-
гормона, подавляя активность ГГН-оси [36];
(4) эстрогены и прогестерон являются аллостери-
ческими активаторами ГАМК(А)-рецепторов,
оказывая антиглутаматное и антиэксайтотокси-
ческое действие [37]; (5) эстрогеновые (ЭР), ан-
дрогеновые (АР), тиреоидные рецепторы (ТР),
подобно ГР, вызывают трансрепрессию провос-

Рис. 1. Динамика экспрессии провоспалительных цитокинов IL-1β (а), TNF-α (б), иммуносупрессивных цитокинов
TGF-β1 (в), IL-10 (г), глюкокортикоидных рецепторов (ГРα) (д), транскрипционного коактиватора PGC-1α (е), сук-
цинатного рецептора SUCNR1 (ж), фактора роста эндотелия сосудов VEGF (з) в коре головного мозга старых (18-ме-
сячных) крыс на протяжении 5-дневного иммобилизационного стресса и при курсовом введении ЭМГП сукцината
(100 мг/кг, в/б, ежедневно, 5 дней, за 15 мин до стрессирования). Показаны результаты денситометрического анализа
иммуноблотов. ОДЕ – относительные денситометрические единицы, К – контроль, 1, 2, 3, 4, 5 – дни стрессорного
воздействия (ежедневное 6-часовое ограничение подвижности). * – данные отличаются от контроля (p < 0.01). # – дан-
ные отличаются от группы 18-месячных стрессированных крыс в соответствующем временном периоде (p < 0.01).
IL-1β – interleukin 1 beta, TNF-α – tumor necrosis factor alpha, TGF-β1 – transforming growth factor beta 1, IL-10 – in-
terleukin 10, PGC-1α – peroxisome proliferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha, SUCNR1 – succinate receptor 1,
VEGF – vascular endothelial growth factor.
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Рис. 2. Схема механизмов развития стресс-индуцированного нейровоспаления и противовоспалительной активности
янтарной кислоты. В развитии воспалительной стресс-индуцированной поляризации микроглии ключевую роль иг-
рают микроглиальные глутаматные ионотропные NMDA-рецепторы, экспрессия и активность которых положитель-
но регулируется глюкокортикоидными и β-адренорецепторами, экспрессируемыми микроглией. Продукция сукци-
ната митохондриями (восстановительный/обращенный цикл Кребса) увеличивается в условиях стресса и сопряжен-
ной гипоксии, вызванной высоким потреблением кислорода активированными нейронами и микроглией. Сукцинат,
активируя специфичный рецептор SUCNR1/GPR91 через Gαq-зависимые механизмы, инициирует PGC-1α-зависи-
мую противовоспалительную поляризацию микроглии. Последовательное двухэтапное восстановление сукцината до
γ-оксимасляной кислоты (ГОМК) и ГОМК-зависимая активация ГАМК(В)-рецепторов нейронов и микроглии вы-
зывает торможение глутаматергической передачи (антиэксайтотоксическое действие) и блокаду глутаматзависимой
провоспалительной поляризации микроглии. Сокращения: NE – норэпинефрин, AR – адренорецепторы, Glu – глу-
тамат, NMDAR – N-methyl-D-aspartate receptor, GC – глюкокортикоиды, GR – глюкокортикоидные рецепторы,
АФК – активные формы кислорода, TNFα – tumor necrosis factor α, IL-1β – interleukin 1β, COX – cyclooxygenase,
iNOS – inducible NO synthase, MMP – matrix metalloproteinases, NOX2 – NADPH oxidase 2, КМ – кальмодулин,
CREB – cAMP response element-binding protein, p38 MAPK – mitogen-activated protein kinase, PGC-1α – peroxisome pro-
liferator activated receptor gamma coactivator 1 alpha, PPAR – peroxisome proliferator-activated receptors, ER/AR – estrogen
receptors/androgen receptors, TR – thyroid hormone receptors, ERRα – estrogen related receptor α, NRF1 – nuclear respira-
tory factor 1, NFκB – nuclear factor kappa B, ГАМК(В)-рецепторы – рецепторы γ-аминомасляной кислоты B.

палительных факторов транскрипции (NF-kB,
AP1, STAT) [27, 30]. Более того, ЭР и ТР активи-
руют экспрессию гена PGC-1α – транскрипци-
онного коактиватора, определяющего активность
широкого спектра факторов транскрипции про-
тивовоспалительного и трофического действия
(рецепторы половых и тиреоидных гормонов,
ERRα, PPARα, PPARγ), в то время как ГР вызы-
вают супрессию гена PGC-1α [4, 8, 30].

В условиях возрастного ГК/ГР-зависимого
подавления активности гипоталамо-гипофизар-
но-гонадной и гипоталамо-гипофизарно-тирео-
идной осей механизмы антиглюкокортикоидной
и антиглутаматной защиты ослабевают, что пред-
определяет прогрессию стерильного системного
и нейровоспаления в стареющем организме [38].
В этой связи стимуляция сукцинат/SUCNR1-
сигнализации, активация Gq-белка и внутрикле-
точных сигнальных путей противовоспалитель-
ной поляризации микроглии [14], сопряженных с
положительной регуляцией PGC-1α, как было
показано в представленном исследовании, может
служить действенным подходом увеличения ре-
паративного и трофического потенциала микро-
глии. Важно отметить, что сукцинат/SUCNR1-
сигнализация является ключевой системой акти-
вации церебрального ангиогенеза в условиях
гипоксии [16] и, таким образом, ограничивает ги-
поксическую провоспалительную поляризацию
микроглии. Противовоспалительные эффекты
сукцината могут быть не связаны с SUCNR1 [15].
В условиях стресса и сопряженной гипоксии
вследствие гиперактивации нейронов и микро-
глии сукцинат через стадию восстановления до
янтарного полуальдегида является предшествен-
ником γ-гидроксимасляной кислоты (ГОМК),
которая активирует ГАМК(В)-рецепторы, вызы-
вает индукцию К+-проводимости в микроглии и
ослабляет глутамат-индуцированную воспали-
тельную микроглиальную активацию. ГОМК,
воздействуя на пресинаптические ГАМК(В)-ре-
цепторы, подавляет глутамат-опосредованные

синаптические ответы (антиэксайтотоксическое
действие) [39] (рис. 2).

Таким образом, сукцинат вовлекается в меха-
низмы стресс-сигнализации, оказывает SUCNR1-
опосредованные и SUCNR-независимые имму-
номодулирующие эффекты, ограничивая стресс-
индуцированное нейровоспаление.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Хронический стресс вызывает воспалитель-
но-дегенеративные изменения в лимбических
структурах головного мозга, провоцирует тяже-
лую нейродисфункцию в старческом возрасте и
прогрессию нейродегенеративных патологий.
Представленная работа впервые продемонстри-
ровала вовлеченность сукцинат/SUCNR-сигна-
лизации в ограничение стресс-индуцированного
нейровоспаления в КГМ старых крыс. Стимуля-
ция сукцинат/SUCNR1-сигнализации является
перспективным подходом к коррекции стресс-
индуцированной и возраст-ассоциированной
гиперактивации ГГН-оси как центрального ме-
ханизма в развитии хронического асептического
нейровоспаления.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Соответствие принципам этики. Все примени-
мые международные, национальные и институ-
циональные принципы ухода и использования
животных были соблюдены.
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Ethylmethylhydroxypyridine Succinate Limits Stress-Induced Neuroinflammation 
in the Cerebral Cortex of Old Rats

O. L. Terekhina1, Y. I. Kirova1, *
1Research Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, 125315 Russia

*e-mail: bioenerg@mail.ru

In the aging and the development of age-associated diseases, the trigger mechanism is the hyperactivation of
the hypothalamic-pituitary-adrenal neuroendocrine axis, hypersecretion of glucocorticoids, which, under
excessive and long-term stimulation, have inflammatory and degenerative effects. Chronic stress exacerbates
glucocorticoid-dependent atrophic changes in the aging brain, increases neuroinflammation and neurologi-
cal dysfunction, and is a key risk factor for Alzheimer’s disease. In the correction of aseptic neuroinflamma-
tion in elderly and senile patients, the use of anti-inflammatory agents that exhibit anti-glucocorticoid (pro-
anabolic) and anti-glutamate (anti-excitotoxic) effects is pathogenetically justified. Succinate/SUCNR1 sig-
nalling is involved in the development of immunomodulatory, trophic, and antihypoxic effects; however, its
role in the mechanisms of the stress response remains unexplored. The aim of this study was to assay the im-
pact of succinate/SUCNR1 signalling on the development of stress-induced neuroinflammation in the cere-
bral cortex of old rats. The work was performed on outbred albino male rats at the age of 18 months. Chronic
restraint stress was modelled by immobilizing animals in individual plastic cases for 6 h daily for 5 days. Mex-
idol (2-ethyl-6-methyl-3-hydroxypyridine (EMHP) succinate) was used as a form of succinate that crosses
the blood-brain barrier. Mexidol was administered intraperitoneally to old rats at a dose of 100 mg/kg daily
for 5 days 15 min before the onset of stress. The levels of proinflammatory cytokines (IL-1β, TNF-α), anti-
inflammatory cytokines (TGF-β1, IL-10), glucocorticoid receptors (GRα), transcriptional coactivator
PGC-1α, succinate receptor SUCNR1/GPR91, and vascular endothelial growth factor (VEGF) were deter-
mined by immunoblotting in cerebral cortex (CC) samples. It was shown that chronic immobilization stress
caused an increase in the level of IL-1β and TNF-α during stress, which was accompanied by a decrease in the
content of anti-inflammatory cytokines, SUCNR1, GRα, PGC-1α. The course administration of EMHP suc-
cinate limited the development of stress-induced neuroinflammation in the CC of old rats and prevented a
decrease in the levels of SUCNR1, IL-10, TGF-β1, PGC-1α, and GRα. The study reveals for the first time
the stress-protective potential of succinate/SUCNR1 signalling in the brain of old rats associated with the ac-
tivation of PGC-1α-dependent anti-inflammatory mechanisms under conditions of chronic stress.

Keywords: aging, neuroinflammation, stress, succinate, SUCNR1, rats
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ГАММА-АМИНОМАСЛЯНОЙ КИСЛОТЫ НА ПРОЦЕСС 

ОБРАЗОВАНИЯ МИОТРУБОК В КУЛЬТУРЕ
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Гамма-аминомасляную кислоту (ГАМК) принято рассматривать как сигнальную молекулу в синап-
сах центральной нервной системы, где она играет роль основного тормозного нейромедиатора в
зрелом мозге и участвует в процессе нейрогенеза. Недавно были получены данные, указывающие на
то, что ГАМК может участвовать и на ранних этапах процесса развития скелетной мышечной ткани.
В настоящем исследовании, выполненном на культуре миоцитов крысы, было проанализировано
влияние экзогенной ГАМК на процесс слияния миоцитов в миотрубки (по анализу такого морфо-
метрического показателя как “индекс слияния”). Добавление аминокислоты в культуру приводило
к значительному концентрационно-зависимому угнетению (вплоть до полной остановки) процесса
образования миотрубок. Из возможных белков, способных опосредовать влияние аминокислоты,
рассматривались ГАМКА рецепторы и транспортеры ГАМК (GAT-2). Методами иммуногистохи-
мии были получены доказательства наличия этих белков на культивируемых клетках. Блокада
ГАМКА рецепторов габазином никак не сказывалась на индексе слияния, и ГАМК в его присут-
ствии продолжала оказывать свое угнетающее действие. Ингибирование ГАМК транспортеров ни-
пекотиковой кислотой само по себе снижало индекс слияния миоцитов, однако на фоне действия
блокатора транспортеров собственный эффект ГАМК уже отсутствовал. Полученные данные согла-
суются с высказанной гипотезой об участии аминокислоты ГАМК на ранних этапах развития ске-
летной мускулатуры и предполагают, что угнетающий эффект экзогенной аминокислоты может
быть обусловлен увеличением ее концентрации в саркоплазме, поскольку и добавление блокатора
ГАМК транспортеров и повышение внеклеточной концентрации ГАМК негативно сказываются на
образовании миотрубок.

Ключевые слова: миогенез, миоцит, миотрубка, ГАМК
DOI: 10.31857/S0233475523050134, EDN: OMGNGS

ВВЕДЕНИЕ
Изучение процессов миогенеза и сигнальных

путей его регуляции имеет не только фундамен-
тальное, но и прикладное значение, поскольку
это позволяет понять причины возникновения
ряда заболеваний, связанных с изменениями в
мышечном аппарате, и способствует разработке
подходов для их лечения. Кроме того, эти знания
создают фундамент для направленных исследова-
ний в области тканевой инженерии и регенера-
тивной клеточной терапии для лечения атрофии
мышц различного генеза и восстановления ске-
летной мышцы вследствие травматического по-
вреждения.

Процесс образования любой скелетной мыш-
цы из клеток предшественников – миобластов,
достаточно сложный, и в нем выделяют несколь-
ко стадий, среди которых одной из ключевых яв-
ляется стадия слияния миоцитов в миотрубки
(незрелые мышечные волокна) [1].

К настоящему моменту установлен целый ряд
генов и сигнальных каскадов, управляющих про-
цессами слияния мышечных клеток в миотруб-
ки [2]. Относительно недавно были получены
экспериментальные свидетельства, указывающие
на то, что в процессе миогенеза у млекопитающих
может участвовать и такая сигнальная молекула
как гамма-аминомасляная кислота (ГАМК), ко-

УДК 612.74:57.085.2
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торую ранее рассматривали исключительно в ка-
честве одного из основных нейромедиаторов цен-
тральной нервной системы [3]. Молекулы этой
аминокислоты обнаруживаются в цитоплазме как
развивающихся миоцитов, так и в образуемых
миотрубках. По мере созревания мышечного во-
локна количество ГАМК снижается, и в зрелых
волокнах она не обнаруживается [4]. Это и позво-
лило предположить участие данной аминокисло-
ты на ранних стадиях миогенеза. В пользу данного
предположения свидетельствуют эксперименталь-
ные данные, демонстрирующие угнетение про-
цесса слияния миоцитов при повышении внекле-
точной концентрации ГАМК [5]. Однако каков
механизм этого влияния аминокислоты, и какие
белки могут опосредовать данный процесс, оста-
валось до сих пор не выясненным, что и стало це-
лью настоящего исследования.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Эксперименты проводили на культуре миоци-
тов, выделенных из икроножной мышцы 3-днев-
ных крыс, согласно протоколу [6]. Процесс обра-
зования миотрубок в культуре оценивался по
подсчету “индекса слияния”, который определя-
ется как соотношение числа ядер в миотрубках к
общему числу ядер в поле зрения [7]. Для визуа-
лизации ядер препараты окрашивали 2% раство-
ром орсеина (Fluka, Испания). При подсчете ин-
декса слияния оценивали не менее 20 полей зре-
ния на каждом препарате.

Иммуноцитохимическое окрашивание препа-
ратов проводили по методике, описанной нами
ранее [4]. Наличие в мембранах культивируемых
клеток белков-кандидатов, способных опосредо-
вать влияние внеклеточной ГАМК (ГАМКА рецеп-
торы и ГАМК транспортеры), оценивали с помо-
щью соответствующих специфических антител:
для рецепторов – GABAA (1 : 200, Santa Cruz Bio-
technology, США), для транспортеров – GAT-2
(1 : 200, Alamone Labs, Израиль). Было проанали-
зировано не менее 500 клеток в каждом образце
для каждой из 3 индивидуально полученных кле-
точных культур.

Добавление в культуру фармакологических пре-
паратов осуществлялось однократно на 3-и сут
культивирования, оценку параметров проводили
через 24 ч после внесения препаратов. В исследо-
вании использовали: ГАМК (1–100 мМ, Sigma-
Aldrich, США), антагонист ионотропных ГАМКА
рецепторов габазин (10 мМ, Sigma-Aldrich) и бло-
катор ГАМК транспортеров нипекотиковую кис-
лоту (10 мМ, Sigma-Aldrich).

В экспериментах было проанализировано 12 ин-
дивидуально полученных культур миоцитов и для
каждой серии было использовано от 3 до 6 препа-
ратов. В каждом эксперименте с культурой имел-

ся свой контроль (культура без внесения фарма-
кологических препаратов), при этом достоверной
разницы между контрольными значениями обна-
ружено не было.

Данные представлены в виде средних значе-
ний ± стандартная ошибка среднего. Статистиче-
скую значимость различий оценивали с помощью
ANOVA. Различия считали значимыми при p <
< 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
В результате культивирования высеянных мио-

цитов первые миотрубки, которые идентифици-
ровались как клеточные элементы, содержащие 3
и более ядер, выявлялись уже на 3-и сут. На 4-е сут в
культуре идентифицировалось значительное коли-
чество образованных миотрубок, которые имели
в среднем по 6 ядер. Индекс слияния составил
0.15, т.е. 15% ядер от всей популяции культивиру-
емых клеток находилось в составе миотрубок.

При добавлении в среду ГАМК в концентра-
ции 1 мМ наблюдалось снижение индекса слия-
ния на 27% (p < 0.05, рис. 1). При этом миотрубки
содержали в среднем по 7 ядер.

При повышении концентрации аминокислоты
до 10 мМ имело место более выраженное сниже-
ние индекса слияния, величина которого умень-
шалась на 47% (p < 0.05, рис. 1). Среднее значение
количества ядер составляло 6 и не отличалось от
контроля (p > 0.05). Однако было отмечено, что,
если в контрольных культурах и культурах с до-
бавлением 1 мМ ГАМК обнаруживались мио-
трубки, содержащие более 20 ядер, то в случае с
10 мМ таких клеточных элементов обнаружено не
было.

Дальнейшее повышение концентрации экзо-
генно добавляемой аминокислоты до 100 мМ
привело к выраженному угнетающему эффекту
на процесс образования миотрубок. Индекс сли-
яния по сравнению с контролем снизился на 73%
(p < 0.05, рис. 1). При этом в культуре обнаружи-
вались редкие миотрубки, содержащие максимум
3 ядра.

Таким образом, увеличение концентрации не-
протеиногенной аминокислоты ГАМК угнетает
процесс слияния миоцитов в культуре. При этом
снижается не только количество образуемых мио-
трубок, но и общее количество ядер в них. Эти ре-
зультаты полностью подтверждают недавно полу-
ченные нами данные о негативном влиянии экзо-
генной аминокислоты на процесс миогенеза [5].

На основании того, что ГАМК присутствует в
саркоплазме как миоцитов, так и в образующихся
миотрубках, и в развивающихся мышечных во-
локнах [4], были сделаны следующие предполо-
жения: (i) ГАМК играет некую межклеточную
сигнальную функцию, которая влияет на процесс
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развития мышечной ткани; (ii) ГАМК тем или
иным образом участвует в клеточном метаболиз-
ме, сопровождающим процесс миогенеза. Про-
верка этих предположений и легла в основу даль-
нейших этапов настоящего исследования, в кото-
ром ГАМК использовали в концентрации 10 мМ.

Сигнальная функция ГАМК опосредуется как
рецепторами, так и транспортерами [8, 9]. По-
скольку на культуре миоцитов Xenopus были вы-
явлены ионотропные функциональные ГАМКА
рецепторы, а в нервно-мышечном синапсе крысы
обнаружены транспортеры ГАМК GAT-2 [10, 11],
то именно на них и решено было сосредоточить
внимание в нашем исследовании.

Иммуногистохимическое окрашивание куль-
туры миоцитов на ГАМКА рецепторы не выявило
наличия этих рецепторов на миоцитах. В то же
время на поверхности образуемых в культуре
миотрубок наблюдалось специфическое окраши-
вание (рис. 2), свидетельствующее о том, что мио-
трубки млекопитающих экспрессируют ГАМКА
рецепторы.

При иммуногистохимическом окрашивании
культуры на транспортер ГАМК (GAT-2) были
получены следующие данные. На 1-е сут иммуно-
положительную реакцию к антителам имели еди-

ничные миоциты. На 2-е сут их количество увели-
чивалось. На 3-и сут флуоресцентный сигнал ис-
ходил как от миоцитов, так и от миотрубок,
демонстрируя достаточно яркую специфическую
окраску (рис. 2).

Следовательно, в культуре миоцитов крысы
клетки экспрессируют оба мембранных белка
ГАМКергической сигнализации, способных опо-
средовать действие экзогенно добавляемой ГАМК.

Возможность участия ГАМКА рецепторов в
угнетающем влиянии аминокислоты на процесс
образования миотрубок оценивали с помощью
аппликации блокатора этого типа рецепторов га-
базина [12]. Добавление только данного антаго-
ниста в концентрации 10 мМ не оказало никакого
влияния на индекс слияния миоцитов, а в при-
сутствии габазина ГАМК продолжала оказывать
свое угнетающее влияние на образование мио-
трубок в полном объеме и индекс слияния сни-
зился на 50% (рис. 3). Следовательно, механизм
ингибирующего действия ГАМК на процесс об-
разования миотрубок никак не затрагивает ионо-
тропные ГАМКА рецепторы, экспрессирующиеся
на сарколемме развивающихся мышечных волокон.

Для оценки роли транспортеров ГАМК в меха-
низме угнетающего миогенез эффекта экзоген-

Рис. 1. Угнетающее влияние ГАМК на процесс образования миотрубок из миоцитов крыс: изменения индекса слия-
ния миоцитов на 4-е сут культивирования после 24 ч аппликации различных концентраций аминокислоты. Темно-се-
рый столбик – значение индекса слияния в контрольной группе. Данные представлены как среднее ± стандартная
ошибка среднего. * p < 0.05 по сравнению с контролем.
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ной аминокислоты использовали ингибитор этих
белков – нипекотиковую кислоту [13]. Апплика-
ция этого фармакологического агента в концен-
трации 10 мМ привело к снижению индекса сли-
яния на 43% от контроля (p < 0.05). В то же время
ГАМК в присутствии нипекотиковой кислоты
полностью теряла способность оказывать угнета-

ющее влияние на миогенез, и значение индекса
слияния при совместной аппликации аминокис-
лоты и блокатора не отличалось от значения, по-
лученного только в присутствии нипекотиковой
кислоты (рис. 4).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что в исследуемой культуре присутствуют и функ-

Рис. 2. Иммунопозитивное окрашивание культуры миоцитов и образуемых миотрубок на наличие ГАМКА рецепторов
(слева) и транспортеров ГАМК GAT-2 (справа). Масштаб – 25 мкм. Стрелками указаны примеры паттернов иммуно-
позитивного окрашивания (светлые участки).

Рис. 3. Отсутствие эффекта блокатора ГАМКА рецепторов габазина (10 мМ) на индекс слияния миоцитов и наличие
угнетающего миогенез действия ГАМК (10 мМ) в присутствии блокатора рецепторов. Изменения индекса слияния
миоцитов выражены в % от контрольного значения для образцов без внесения фармакологических агентов, принятого
за 100%. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего. * p < 0.05 по сравнению с контролем.
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ционируют ГАМК транспортеры (как минимум,
GAT-2), и их инактивация приводит к ингибиро-
ванию образования миотрубок.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании на культуре мио-

цитов млекопитающего получены следующие
основные результаты. Во-первых, увеличением
концентрации экзогенной ГАМК можно добить-
ся практически полного ингибирования процесса
слияния миоцитов в миотрубки. Во-вторых, бло-
када ГАМКА рецепторов никак не отражается на
процессе слияния миоцитов и не влияет на разви-
тие угнетающего эффекта внеклеточной ГАМК.
В-третьих, блокада ГАМК транспортеров миоци-
тов негативно сказывается на образовании мио-
трубок в культуре, однако на фоне инактивации
этих мембранных белков устраняется собствен-
ный угнетающий эффект ГАМК.

Физиологическое действие на клетку экстрак-
леточной ГАМК в большинстве своем опосреду-
ется активацией специфических рецепторов к
этой аминокислоте: ионотропных ГАМКA и мета-
ботропных ГАМКB рецепторов [14, 15]. Относи-
тельно недавно особняком выделяли также ионо-

тропные ГАМКC рецепторы, однако в настоящее
время эти белки принято обозначать как ГАМКρ
рецепторы и относить их к группе ГАМКA
(ГАМКA-ρ) [15, 16]. Доказано непосредственное
участие рецепторов ГАМК в регуляции миграции
и пролиферации как нейрональных [17], так и не
нейрональных клеток [18]. В нашем случае мы по-
лучили доказательства отсутствия участия ГАМКА
рецепторов в механизме реализации эффекта эк-
зогенного ГАМК на миогенез. Возможно, что ре-
цепторы ГАМКB или ГАМКA-ρ (наличие которых
на миоцитах и миотрубках, в отличие от ГАМКА
рецепторов, еще не подтверждено) могли бы опо-
средовать воздействие экзогенной ГАМК, однако
это маловероятно, поскольку эффект ГАМК пол-
ностью отсутствовал на фоне блокатора ГАМК
транспортеров.

Выявленный нами факт снижения индекса
слияния миоцитов при ингибировании ГАМК
транспортеров и отсутствие на этом фоне эффекта
экзогенно апплицируемой ГАМК позволяет пред-
положить значительную роль именно внутрикле-
точной ГАМК. Согласно классическим представ-
лениям о ГАМКергической сигнализации в нерв-
ной системе, функционирование транспортеров
аминокислоты направлено на удаление ГАМК из

Рис. 4. Угнетающий эффект блокатора ГАМК транспортеров нипекотиковой кислоты (НК, 10 мМ) на процесс обра-
зования миотрубок и отсутствие влияния ГАМК (10 мМ) при совместной аппликации с этим блокатором (НК +
+ ГАМК). Изменения индекса слияния миоцитов выражены в % от контрольного значения для образцов без внесения
фармакологических агентов, принятого за 100%. Данные представлены как среднее ± стандартная ошибка среднего.
* p < 0.05 по сравнению с контролем.
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внеклеточного пространства [19, 20]. Однако в
условиях отсутствия синапса функционирование
ГАМКергической системы может кардинально
изменяться. Установлено, что в развивающихся
нейронах ГАМКА рецепторы, которые способны
пропускать ионы хлора, вызывают не гиперполя-
ризацию, как в зрелых нейронах, а наоборот, де-
поляризацию [21]. О возможности реверсивной
работы ГАМК транспортеров, при которой имеет
место выкачивание молекул аминокислоты из
клетки во внеклеточное пространство известно
достаточно давно [22] и этот феномен уже под-
твержден многократно не только в развивающих-
ся, но и в зрелых клетках [23–25], и в частности,
для транспортеров GАТ-2/3 типа [20, 26]. Оказа-
лось, что различные подтипы транспортеров мо-
гут проявлять разные “реверсивные профили” [27].

Одним из объяснений того, что и ингибирова-
ние ГАМК транспортеров, и увеличение экстрак-
леточной концентрации ГАМК приводит к угне-
тению процесса слияния миоцитов, может быть
увеличение внутриклеточного содержания ами-
нокислоты. В пользу этого предположения свиде-
тельствуют экспериментальные данные о том, что
транспортер ГАМК обычно работает при некото-
ром “равновесии” в концентрации аминокисло-
ты по обе стороны мембраны, и его (транспортер)
можно легко запустить работать в обратном на-
правлении путем увеличения цитозольной ГАМК
[25]. Однако, каково в действительности направ-
ление переноса ГАМК через ГАМК транспорте-
ры в культуре миоцитов в норме и при повышен-
ной концентрации аминокислоты в экстракле-
точной среде, пока остается неизвестным. Ответ
на этот вопрос может быть получен в дальнейшем
при оценке внутриклеточного уровня ГАМК в
условиях ингибирования транспортеров и аппли-
кации в культуру экзогенной ГАМК.

Таким образом, в настоящем исследовании
были получены результаты, подтверждающие
ранее высказанное предположение об участии
ГАМК в ранних этапах развития скелетной муску-
латуры [4, 5]. Механизм угнетающего влияния
аминокислоты на процесс образования миотру-
бок реализуется при участии трансмембранных
транспортеров ГАМК.
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The Study of the Mechanism of Gamma-Aminobutyric Acid Inhibitory Effect 
on the Myotube Formation Process in Cell Culture
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Gamma-aminobutyric acid (GABA) is commonly regarded as a signaling molecule in CNS synapses, where
it plays the role of the main inhibitory neurotransmitter in the mature brain and is involved in the process of
neurogenesis. Recently, data have been obtained indicating that GABA can also be involved in the early stages
of the skeletal muscle development process. In the present study performed on rat cultured myocytes, we
analyzed the effect of exogenous GABA on the process of myocyte fusion into myotubes as assessed by the
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morphometric parameter “fusion index”. Addition of GABA to the cell culture resulted in a significant con-
centration-dependent inhibition, up to complete cessation, of myotube formation. Of possible proteins that
can mediate this effect, GABAA receptors and GABA transporters (GAT-2) have been considered. Evidence
of the presence of these proteins on cultured cells was obtained by immunohistochemistry methods. The
blockade of GABAA receptors by gabazine had no effect on the fusion index, and GABA exerted its inhibitory
effect in the presence of gabazine. Inhibition of GABA transporters by nipecotic acid, in itself, reduced the
myocyte fusion index; however, there was no effect of GABA in the presence of this blocker of GABA trans-
porters. The data obtained are consistent with the hypothesis about the participation of GABA in the early
stages of skeletal muscle development. Results suggest that the inhibitory effect of exogenous GABA may be
due to an increase in its concentration in the sarcoplasm, since both the addition of a GABA transporter in-
hibitor and an increase in the extracellular concentration of GABA inhibited the formation of myotubes.

Keywords: myogenesis, myocyte, myotube, GABA
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УЧАСТИЕ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ Ca2+-НЕЗАВИСИМОЙ 
ФОСФОЛИПАЗЫ iPLA2 В ИНДУКЦИИ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ПОРЫ 
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Известно, что наиболее токсичными считаются активированные производные длинноцепочечных
жирных кислот ацилкарнитины (LCАC), которые наряду с кальцием могут участвовать в индукции
митохондриальной поры, вовлекая различные типы фосфолипаз. В данной работе исследовано
влияние ингибиторов Ca2+-независимых и Са2+-зависимых фосфолипаз, а также ингибитора кар-
нитин-пальмитоилтрансферазы на индукцию поры D,L-пальмитоилкарнитином (РС, C16:0).
В экспериментах на изолированных митохондриях печени крыс исследовали влияние РС на ско-
рость дыхания митохондрий, мембранный потенциал (ΔΨm) и набухание митохондрий при окисле-
нии глутамата и пирувата или сукцината. Показано, что ингибиторы карнитин-пальмитоилтранс-
феразы-1 этомоксир 2, Ca2+-зависимой фосфолипазы сPLA2 аристолоховая кислота или Ca2+-не-
зависимой фосфолипазы iPLA2γ бромоенол лактон и PACOCF3 вызывали увеличение критических
концентраций D,L-пальмитоилкарнитина (РС*), необходимых для снижения мембранного потен-
циала и индукции набухания митохондрий. В активированном ADP состоянии (ADP + Mg2++гек-
сокиназа) этомоксир 2 и аристолоховая кислота усиливали ингибирование дыхания и падение по-
тенциала, вызванные избытком PC, в то время как ингибиторы фосфолипазы iPLA2γ PACOCF3 и
бромоенол лактон, оказывали выраженный защитный эффект. Ингибирование iPLA2γ препятство-
вало снижению ΔΨm и ингибированию дыхания митохондрий, вызванных PC. Таким образом, по-
лученные результаты свидетельствуют о вовлечении митохондриальной фосфолипазы iPLA2γ в ин-
дукцию митохондриальной поры длинноцепочечными ацилкарнитинами.

Ключевые слова: длинноцепочечные ацилкарнитины, митохондриальная пора, ингибиторы фосфо-
липаз, кальций независимая фосфолипаза iPLA2γ
DOI: 10.31857/S0233475523050043, EDN: OFGOIA

ВВЕДЕНИЕ
Индукция митохондриальной циклоспорин А

(CsA)-зависимой поры (mPTP) считается ключе-
вым фактором гибели клеток различных органов
и тканей при ишемии-реперфузии, нейродеге-
неративных заболеваниях, действии различных
токсинов и др. [1–4]. Ионы кальция рассматрива-
ются в качестве основного индуктора этой поры.
Однако хорошо известно, что в условиях ише-
мии-реперфузии концентрации длинноцепочеч-
ных жирных кислот (LCFA) и их карнитиновых
производных (LCАC) в очаге поражения клеток
могут превышать десятки мкМ [5, 6]. Наиболее
токсичными считаются LCАC, активированные
производные LCFA, концентрации которых в
крови пациентов с ожирением, стеатогепатитом и
диабетом 2 типа (T2D), а также при некоторых
сердечно-сосудистых заболеваниях могут в 2–4 ра-

за превышать контрольные значения, что увели-
чивает риск инфаркта/инсульта в несколько раз
[7, 8]. Исследования последних лет показывают,
что LCАC и соответствующие ацил-КоА (Acyl-
CoA) могут накапливаться в постишемических
митохондриях в больших концентрациях [9]. Пред-
полагается, что образующиеся в клетках из LCАC
длинноцепочечные ацил-КоА являются основны-
ми токсинами, вызывающими подавление энер-
гетики митохондрий вследствие ингибирования
ключевых NAD-зависимых дегидрогеназ мито-
хондрий и различных транспортеров [10–16] и ак-
тивации открытия CsA-зависимой поры [3, 8, 14, 16].

Также известно, что LCFA могут вызывать об-
разование кальций-зависимой липидной поры
[17–19]. Насыщенные жирные кислоты: мири-
стиновая (С14:0), пальмитиновая (С16:0), стеари-
новая (C18:0) и эйкозаноевая (C20:0), имеющие в

УДК 576.31
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сравнении с другими LCFA высокое сродство к
Са2+, могут образовывать в мембранах липидную
пору. Образование такой обратимой липидной
поры не чувствительно к действию CsA и предот-
вращается в присутствии EGTA, что свидетель-
ствует о формировании комплексов LCFA и Са2+

[18, 19]. Поэтому можно допустить, что деацили-
рование пальмитоил-КоА или миристоил-КоА в
митохондриях с образованием свободных жир-
ных кислот и Коэнзима А (КоА), может приво-
дить к локальному накоплению соответствующих
жирных кислот и индукции Са2+-зависимой ли-
пидной поры.

Наши предыдущие исследования, проведен-
ные на изолированных митохондриях печени
крыс, показали, что D,L-ацилкарнитины с раз-
личной длиной углеродной цепи (от С6:0 до
С16:0) могут вызывать ингибирование дыхания
митохондрий и индукцию митохондриальной по-
ры. Влияние этих D,L-ацилкарнитинов на ско-
рость дыхания митохондрий, набухание и сниже-
ние митохондриального потенциала было обрат-
но-пропорционально длине углеродной цепи
[20]. Наиболее токсичными оказались D,L-мири-
стоилкарнитин (МС) и D,L-пальмитоилкарни-
тин (РС), критические концентрации которых
(50–70 мкМ), вызывающие индукцию поры в ми-
тохондриях печени и сердца крыс, уменьшались в
присутствии кальция в среде, свидетельствуя о
синергичном действии LCAC и Са2+ на индукцию
поры [20–22]. Однако индукция поры с участием
МС и РС в наших экспериментах наблюдалась
также в присутствии EGTA, CsA, ADP и Mg2+, на-
личие которых в среде в 2–3 раза увеличивало
критические концентрации LCАC, что свиде-
тельствует об участии LCAC в активации CsA-за-
висимой поры [20], но не исключает возможное
вовлечение других дополнительных механизмов.

В экспериментах, проведенных на изолиро-
ванных кардиомиоцитах, также было показано [22],
что добавки в среду инкубации клеток 15–20 мкМ
МС или РС вызывали, после лаг-периода в 8–
15 мин, сокращение (контрактуру) и гибель кле-
ток вследствие перераспределения Са2+ из сарко-
плазматического ретикулума в митохондрии, кол-
лапса энергетики и выхода Са2+ из митохондрий.
Длительность лаг-периода увеличивалась, а ко-
личество погибших клеток уменьшалось в при-
сутствии неорганического фосфата (Pi), CsA,
ингибиторов Ca2+/кальмодулин-зависимой про-
теинкиназы II (CaMKII), Са2+-зависимой фосфо-
липазы А2 (cPLA2) и фосфолипазы С (PLC) [22].

В настоящее время установлено, что в период
после ишемии-реперфузии и при сердечной недо-
статочности, кроме активации CaMKIIδ, cPLA2α
и PLCβ,γ, усиливается также ферментативная ак-
тивность Са2+-независимой фосфолипазы А2

(iPLA2γ), что затрудняет восстановление миокарда
и способствует индукции mPTP ионами кальция
[23–27]. Однако участие фосфолипазы iPLA2γ в
индукции митохондриальной поры посредством
LCАC в настоящее время изучено недостаточно.
Поэтому задачей нашей работы было исследова-
ние возможного вклада iPLA2γ в индукцию поры
PC в митохондриях печени крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Условия выделения митохондрий и проведе-
ния экспериментов описаны ранее [20]. Все про-
цедуры на животных выполнялись в соответствии
с директивой ЕС 86/609/EEC и были одобрены
комитетом по этике Института теоретической и
экспериментальной биофизики РАН. Самцов крыс
линии Вистар 6–8 недель содержали в одинако-
вых условиях в кондиционированных и провет-
риваемых помещениях при температуре 20–22°С
(свет/темнота = 12/12 ч). Митохондрии печени
выделяли с использованием стандартных мето-
дик дифференциального центрифугирования в
среде, содержащей 300 мМ сахарозу, 1 мМ EGTA
и 10 мМ Трис-HCl (рН 7.4). Митохондриальные
препараты дважды промывали средой выделения,
не содержащей EGTA, ресуспендировали в среде
того же состава и хранили на льду. Инкубацион-
ная среда для митохондрий содержала 125 мМ
KCl, 3 мМ KH2PO4, 10 мМ HEPES (pH 7.4), 1 мМ
MgCl2. Содержание митохондриального белка
определяли методом Лоури с бычьим сывороточ-
ным альбумином в качестве стандарта.

Скорость потребления кислорода митохон-
дриями определяли полярографическим методом
с помощью закрытого кислородного электрода
(Кларка) в термостатируемой ячейке объемом 1 мл
при 27°С и постоянном перемешивании. Раз-
ность электрических потенциалов (ΔΨm) на внут-
ренней мембране митохондрий определяли по
распределению липофильного катиона тетрафе-
нилфосфония (ТРР+), концентрацию которого
во внешней среде [ТРР+]out регистрировали с по-
мощью ТРР+-селективного электрода. Среда ин-
кубации содержала 125 мМ KCl, 3 мМ KH2PO4,
1 мМ MgSO4, 10 мМ HEPES (рН 7.4), 2 мкМ ТРР+.
Стационарную скорость дыхания в состоянии V3
при добавлении 1мМ ADP обеспечивали внесе-
нием в среду инкубации 5 мМ глюкозы и 0.5 ед.
гексокиназы. В работе использовали реактивы
Sigma (США), Tocris (Великобритания).

Набухание митохондрий определяли спек-
тральным методом при длине волны 540 нм с ис-
пользованием спектрофотометра Ocean Optic
USB-4000 (США). Митохондрии (0.3–0.4 мг/мл)
инкубировали в среде, содержащей 125 мМ KCl,
1.5 мМ KH2PO4, 10 мМ HEPES (pH 7.4), в каче-
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стве субстрата окисления использовали сукцинат
(5 мМ).

Статистический анализ экспериментальных
данных проводили с использованием t-критерия
для сравнения пар величин с помощью програм-
мы Сигма-Плот 11. Данные представлены как
среднее значение S.E.M. n = 6 независимых экс-
периментов. За уровень значимости принято p <
< 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Влияние D,L-пальмитоилкарнитина (РС) на ми-
тохондриальный потенциал и набухание митохон-
дрий в присутствии ингибиторов фосфолипаз. Ри-
сунок 1а, 1б характеризует влияние РС на мито-
хондриальный потенциал в Состоянии 2 (без
ADP, Mg2+ и гексокиназы в среде). Репрезента-
тивные кривые представлены на рис. 1а. В кон-
троле три последовательные добавки 20 мкМ РС
вызывали рассеивание мембранного потенциала,
обеспечивая критическую величину РС* = 60 мкМ
(сплошная кривая). Введение в среду инкубации
25 мкМ аристолоховой кислоты (Aristolochic acid,
Arist), ингибитора Са2+-зависимой фосфолипазы
сPLA2, увеличивало величину РС* до 80 мкМ.
Лучший защитный эффект наблюдался при ин-
кубации митохондрий с бромоенол лактоном
((R/S)-bromoenol lactone, BEL, 25 мкМ) и
PACOCF3 (PAC, 25 мкМ), ингибиторами Са2+-
независимой фосфолипазы iPLA2γ. В присут-
ствии этих ингибиторов критическая концентра-
ция РС* превышала 100 мкМ. Средние величины
РС* для Arist, BEL и PAC составляли 95, 110 и
125 мкМ соответственно (рис. 1б). Ингибирова-
ние карнитин-пальмитоилтрансферазы-1 (СРТ1)
этомоксиром (Etomoxir 2, Eto, 25 мкМ) увеличи-
вало РС* до 85 мкМ. Наилучший защитный эф-
фект обеспечивало ингибирование iPLA2γ по-
средством PAC, приводящее к увеличению РС*
на 60–75% в сравнении с контролем.

Репрезентативные кривые, характеризующие
влияние представленных выше ингибиторов на
набухание митохондрий, показаны на рис. 1в–1ж.
Критическая концентрация РС*, при которой
происходило полное набухание митохондрий,
была 20 мкМ в контроле и возрастала до 50 мкМ в
присутствии ингибитора iPLA2γ PAC (40 мкМ).
Менее выраженным был защитный эффект инги-
битора сPLA2 Arist (РС* = 40 мкМ), тогда как эф-
фективность BEL и Eto (РС* = 30 мкМ) не превы-
шала 60% от величины защитного эффекта PAC.
Как показано на рис. 1ж, эффект CsA был значи-
тельно слабее по сравнению с действием ингиби-
торов фосфолипаз. Средние критические кон-
центрации РС* для PAC, Arist, BEL, Eto и CsA
представлены на панели 1з. Сравнение этих вели-
чин также свидетельствует о высокой эффектив-

ности PAC в предотвращении набухания мито-
хондрий. В сравнении с контролем (РС* = 20 ±
± 4 мкМ) ингибирование iPLA2γ посредством
PAC увеличивало РС* более чем в 2.5 раза, до 50–
60 мкМ.

Таким образом, можно заключить, что в Со-
стоянии 2 (без ADP) снижение митохондриаль-
ного потенциала и активация набухания в при-
сутствии РС происходят с вовлечением митохон-
дриальной фосфолипазы iPLA2γ.

Влияние РС на митохондриальный потенциал и
дыхание митохондрий в Состоянии 3 в присутствии
ингибиторов фосфолипаз или СРТ1. Рисунок 2 по-
казывает влияние РС на мембранный потенциал
(ΔΨm) и дыхание митохондрий в Состоянии 3
(наличие ADP, Mg2+ и гексокиназы в среде) при
введении в среду инкубации ингибиторов фосфо-
липаз или СРТ1. Средняя критическая концен-
трация D,L-пальмитоилкарнитина (РС*), при ко-
торой происходит рассеивание ΔΨm в митохон-
дриях печени крыс, при окислении пирувата и
L-глутамата составляет 60–70 мкМ. В этих усло-
виях аристолоховая кислота оказывает противо-
положный эффект, вызывая падение ΔΨm и
ингибирование дыхания даже в присутствии до-
пороговых концентраций РС равных 50 мкМ
(рис. 2а, 50 мкМ Arist, штриховые кривые). В то
же время, при более низких концентрациях РС
(20–30 мкМ), даже 100 мкМ Arist не оказывает ка-
кого-либо влияния на ΔΨm и дыхание митохон-
дрий (рис. 2б), что указывает на отсутствие пря-
мого мембранотропного эффекта этого ингиби-
тора. Сходный негативный эффект наблюдается
при ингибировании СРТ1. На рис. 2в показано,
что наличие 20 мкМ EGTA в среде не препятству-
ет открытию поры, индуцируемой 80 мкМ РС
(рис. 2в, штриховые кривые), а ингибитор СРТ1
этомоксир (Eto, 20 мкМ) усиливает действие РС,
ускоряя снижение ΔΨm и ингибируя дыхание ми-
тохондрий (точечные кривые).

В отличие от аристолоховой кислоты и это-
моксира ингибиторы iPLA2γ BEL и PAC в Состо-
янии 3 также обеспечивают защитный эффект,
препятствуя индукции поры избытком РС.
Рисунок 2г показывает, что введение в среду инку-
бации 30 мкМ BEL предотвращает рассеивание
ΔΨm в присутствии 80 мкМ РС. Ингибирование
iPLA2γ, вызываемое 40 мкМ PAC, также приво-
дит к реактивации дыхания и предотвращает па-
дение ΔΨm при действии РС в высоких концен-
трациях, 100–120 мкМ (рис. 2г). Представлен-
ные выше результаты свидетельствуют о том, что
индукция поры избытком РС в Состоянии 3 так-
же происходит с вовлечением митохондриаль-
ной iPLA2γ.
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Рис. 1. Влияние пальмитоилкарнитина и ингибиторов фосфолипаз и карнитин-пальмитоилтрасферазы на мембран-
ный потенциал и набухание митохондрий. Влияние последовательных добавок D,L-пальмитоилкарнитина (РС,
20 мкМ) и ингибиторов фосфолипаз (Arist, BEL, PAC) и карнитин-пальмитоилтрасферазы (Eto) в концентрации
25 мкМ на мембранный потенциал (а, б) и набухание митохондрий, индуцированное РС (10 мкМ каждая добавка) в
контроле и в присутствии 25 мкМ PAC (в), BEL (г), Arist (д), Eto (е) и 1 мкМ CsA (ж). Средние критические концен-
трации РС*, индуцирующие набухание в присутствии этих ингибиторов, представлены на панели з. В среде инкуба-
ции 5 мМ сукцината и 0.4 и 1.2 мг/мл митохондриального белка при измерении набухания и мембранного потенциала
соответственно. Концентрации ингибиторов и РС приведены в мкМ. n = 6, ** p < 0.01, * p < 0.05.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Са2+-независимая фосфолипаза iPLA2γ лока-
лизована в митохондриях и пероксисомах [27] и
активируется в присутствии только высоких (мил-
лимолярных) концентраций двухвалентных метал-

лов, включая Mg2+и Ca2+ [28]. Активация iPLA2γ
приводит к увеличению продукции арахидоновой
кислоты (АА, С20:4) и продуктов ее превращения –
сигнальных молекул-лейкотриенов и простаглан-
динов. Ряд данных свидетельствует об участии

Рис. 2. Влияние РС на митохондриальный потенциал и дыхание митохондрий в Состоянии 3 в присутствии ингиби-
торов фосфолипаз или СРТ1. а, б – влияние D,L-пальмитоилкарнитина в допороговых концентрациях (РС, a – 50,
б – 30 мкМ) на мембранный потенциал (ТРР+) и дыхание митохондрий в контроле (сплошные кривые) и в присутствии
ингибитора фосфолипазы cPLA2 аристолоховой кислоты (а – 100 мкМ Arist, штриховые кривые; б – 50 и 100 мкМ Arist,
штрих-пунктирные и штриховые кривые соответственно). в – влияние РС (80 мкМ) на мембранный потенциал и ды-
хание митохондрий в контроле (сплошные кривые) и в присутствии ингибитора карнитин-пальмитоилтрасферазы
(Eto, 20 мкМ, точечные кривые) или 20 мкМ EGTA (штриховые кривые) в среде. г, д – защитные эффекты ингибито-
ров фосфолипазы iPLA2γ бромоенол лактона (г – 30 мкМ BEL, штриховая кривая) и PACOCF3 (д – 40 мкМ PAC,
штрих-пунктирная кривая) при ингибировании дыхания и падении мембранного потенциала, вызываемых PC (г – 60,
д – 140 мкМ). В среде инкубации присутствовали: 1 мМ пируват, 10 мМ глутамат и 1 мг/мл митохондриального белка.
Добавки ADP – 1мМ. Концентрации ингибиторов и РС приведены в мкМ.
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iPLA2γ в поддержании базального перекисного
окисления липидов и ее цитопротекторной роли
при окислительном стрессе [29]. Однако как уве-
личение, так и подавление экспрессии iPLA2γ
in vivo вызывает митохондриальные аномалии и
дисфункцию, а также развитие ряда заболеваний,
включая онкологические [25–27].

Окислительный стресс и деэнергизация мито-
хондрий также могут приводить к активации
iPLA2γ, накоплению АА, токсичных продуктов ее
окисления и стимуляции Са2+ CsA-зависимой по-
ры [30, 31]. Ингибирование или нокаут iPLA2γ
в клетках сердца [32] и печени [33] уменьшает ве-
роятность открытия такой поры. Показано, что
активация этой фосфолипазы при сердечной не-
достаточности или жировой диете приводит к ак-
тивации липоксигеназного пути окисления АА в
клетках сердца и печени и генерации токсичных
12-гидрокси-эйкозатетраеновых кислот (12-НЕТЕ),
участвующих в индукции поры. Эти данные поз-
воляют считать сигнальный путь с участием ли-
поксигеназы-12 (LOX-12) одним из важных сиг-
нальных путей, участвующих в активации Са2+-
зависимой поры [34, 35].

Представленные результаты показывают, что
ингибирование iPLA2γ бромоенол лактоном или
PACOCF3 препятствует индукции митохондри-
альной поры PC. Противоречивые эффекты ин-
гибиторов Ca2+-зависимой PLA2 и СРТ1 на мем-
бранный потенциал в Состояниях 2 и 3 (рис. 1б
и 2) отчасти могут быть связаны с их неспецифи-
ческим действием. Учитывая известное мембра-
нотропное действие ингибиторов фосфолипаз,
таких как PACOCF3 и AACOCF3 [36], в данной
работе мы использовали минимальные концен-
трации бромоенол лактона (30 мкМ) и PACOCF3
(40 мкМ), обеспечивающие защитный эффект.

Локализованная на внешней мембране мито-
хондрий СРТ1 участвует в превращении цито-
плазматического пальмитоил-КоА в пальмитоил-
карнитин (РС). Ее ингибирование этомоксиром
не препятствует транспорту РС в митохондрии.
Более того, этомоксир усиливает токсическое
действие РС на митохондриальный потенциал и
вызывает ингибирование дыхания (рис. 2а). По-
этому предполагаемое использование этомокси-
ра как протектора токсического действия свобод-
ных жирных кислот при реперфузии может быть
неэффективным.

Таким образом, представленные данные ука-
зывают на то, что Са2+-независимая iPLA2γ мо-
жет быть вовлечена в индукцию митохондриаль-
ной поры D,L-пальмитоилкарнитином. Меха-
низмы прямой или опосредованной активации
iPLA2γ и липоксигеназы-12 с участием карнити-
новых и КоА производных жирных кислот пока
неизвестны и могут представлять задачу для даль-
нейших исследований.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Источники финансирования. Работа выполнена
в рамках Государственного контракта 075-00381-
21-00 Института теоретической и эксперимен-
тальной биофизики РАН (ИТЭБ РАН).

Соответствие принципам этики. Исследование
проводилось в соответствии с этическими прин-
ципами, сформулированными в Хельсинкской
декларации по использованию лабораторных жи-
вотных. Все процедуры на животных были одоб-
рены комитетом по этике ИТЭБ РАН (Протокол
19/2022, 05 марта 2022 г.).
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Involvement of the Mitochondrial Ca2+-Independent Phospholipase iPLA2 
in the Induction of Mitochondrial Permeability Transition Pore 

by Long-Chain Acylcarnitines
N. I. Fedotcheva1, E. V. Grishina1, V. V. Dynnik1, *

1Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Moscow oblast, 142290 Russia
*e-mail: dynnik@rambler.ru

It is known that activated derivatives of long-chain fatty acids acylcarnitines (LCAC) are considered the most
toxic, which, along with calcium, can participate in the induction of mitochondrial permeability transition
pore, involving various types of phospholipases in the complex mechanisms of pore activation. In this work,
we investigated the influence of different inhibitors of phospholipases and carnitine palmitoyltransferase-1
(CPT1) on the induction of mitochondrial permeability transition pore by D,L-palmitylcarnitine (PC,
C16:0). In the experiments on isolated rat liver mitochondria, the effects of PC on mitochondrial respiration
rate, mitochondrial potential (ΔΨm), and mitochondrial swelling were examined. It was shown that the ap-
plication of the inhibitors of carnitine palmitoyltransferase-1 (Etomoxir 2), Ca2+-dependent phospholipase
cPLA2 (Aristolochic acid), or Ca2+-independent phospholipase iPLA2γ ((R/S)-bromoenol lactone (BEL)
and PACOCF3) caused an increase in the critical concentrations of D,L-palmitylcarnitine (PC*) required for
ΔΨm dissipation and mitochondrial swelling. The most pronounced protective effect was caused by
PACOCF3 and BEL. In state 3 of respiration (ADP + Mg2+ + hexokinase), Etomoxir 2 and Aristolochic acid
enhanced respiration inhibition induced by excess D,L-palmitylcarnitine and promoted dissipation of ΔΨm,
while-the inhibitors of iPLA2γ prevented the dissipation of ΔΨm evoked by D,L-palmitylcarnitine and
caused an increase in the rate of mitochondrial respiration. Thus, the results obtained indicate the involve-
ment of mitochondrial iPLA2γ in the induction of mitochondrial permeability transition pore by long-chain
acylcarnitines.

Keywords: long chain acylcarnitines, mitochondrial permeability transition pore, calcium-independent iPLA2γ
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Изучали влияние рекомбинантного хорионического гонадотропина человека (hCG) в концентра-
циях, соответствующих беременности (10 и 100 МЕ/мл) на дифференцировку и функциональную
активность миелоидных супрессорных клеток (MDSC). Объектом исследования были изолирован-
ные CD11b+-клетки, которые индуцировали в фенотип MDSC при помощи двухэтапного активи-
рования цитокинами GM-CSF, IL1β и липополисахаридом (LPS). После недельного культивирова-
ния оценивали общий уровень MDSC с учетом субпопуляций M-MDSC и PMN-MDSC, экспрес-
сию аргиназы-1 (Arg1) и индоламн-2,3-диокигеназы (IDO) в этих клетках, а также цитокиновый
профиль в супернатантах культур клеток. Показано, что hCG повышал уровень общего количества
MDSC, а его более низкая концентрация (10 МЕ/мл) способствовала дифференцировке субпопуля-
ции M-MDSC. Установлено, что hCG не оказывал влияния на экспрессию IDO в MDSC, однако
наблюдалась тенденция к повышению экспрессии IDO под воздействием hCG в концентрации
10 ME/мл. Показано, что CD11b+-клетки, индуцированные в фенотип MDSC, экспрессируют низ-
кое количество Arg1, что не позволило оценить эффект гормона на экспрессию этого фермента. При
оценке цитокинового профиля методом мультиплексного анализа установлено, что hCG не модули-
ровал продукцию цитокинов в культуре CD11b+-клеток, индуцированных в фенотип MDSC. Таким
образом, впервые продемонстрировано, что hCG способен индуцировать дифференцировку MDSC.

Ключевые слова: миелоидные супрессорные клетки (MDSC), культивирование in vitro, хориониче-
ский гонадотропин человека (hCG), CD11b+-клетки, IDO, Arg1, цитокины
DOI: 10.31857/S0233475523050092, EDN: THVNKD

ВВЕДЕНИЕ

Миелоидные супрессорные клетки (myeloid-
derived suppressor cells, MDSC) – клетки миелоид-
ного происхождения, которые обладают иммуно-
супрессорным потенциалом с помощью широко-
го спектра механизмов. Одним из самых важных
механизмов является нарушение метаболизма ар-
гинина и триптофана. Для этого MDSC использу-
ют аргиназу-1 (Arg1), индуцибельную NO-синта-
зу (iNOS, NOS2) и индоламин-2,3-диоксигеназу
(IDO). Суть механизма сводится к тому, что фер-
менты создают условия недостаточности пита-
тельной среды, что в итоге приводит к подавле-
нию активности T-лимфоцитов и образованию
супрессорной среды в месте иммунного ответа [1, 2].
Известно, что у здоровых людей уровень MDSC
в периферической крови не превышает 1% [3],
однако при патологических состояниях, таких

как онкологические заболевания, аутоиммунные
расстройства, воспаления и инфекции, их уро-
вень повышается. Недавно стало известно, что
количество MDSC может увеличиваться также и
при физиологическом состоянии – при беремен-
ности.

У MDSC принято выделять две субпопуляции:
полиморфноядерные или гранулоцитарные (PMN-
MDSC, G-MDSC, CD33lowCD11b+CD14–CD15+/
CD66b+-клетки) и моноцитарные (M-MDSC,
CD33+CD11b+CD14+HLA-DR–/lowCD15–/CD66b–-
клетки).

В настоящее время очевидно, что MDSC игра-
ют двойственную роль в организме, например,
при онкологических заболеваниях они способны
поддерживать рост опухоли, способствуя мета-
стазированию, а при беременности проявлять
положительные эффекты, подавляя иммунный

УДК 557.175.6
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ответ на антигены плода и, таким образом, фор-
мируя иммунную толерантность [4]. Например,
известно, что MDSC способны индуцировать
развитие T-хелперов 2 типа и Т-регуляторных
клеток (Treg), реализуя свои основные механиз-
мы подавления через Arg1, IDO, iNOS и активные
формы кислорода и азота [5]. Существует прямая
связь с ранним выкидышем и снижением уровня
MDSC в периферической крови матери, эндо-
метрии и плаценте [6].

Иммунная толерантность при беременности –
это сложный процесс, в котором принимают уча-
стие разные структуры и органы, включая бел-
ково-пептидный континуум [7]. Во время бере-
менности синтезируется множество уникальных
белков, направленных на поддержание развития
плода. Помимо прямых физиологических функ-
ций некоторые белки способны проявлять имму-
норегуляторные эффекты. Одним из таких бел-
ков является хорионический гонадотропин чело-
века (human chorionic gonadotropin, hCG).

Хорионический гонадотропин – гликопроте-
ин, синтез которого достигает максимума на 9–
11 неделе беременности, а затем снижается и дер-
жится на одном уровне вплоть до родов. hCG
участвует в основных репродуктивных процессах,
таких как поддержание желтого тела, образова-
ние синцитиотрофобласта, формирование пупо-
вины, рост органов плода [8]. В отношении роли
hCG в поддержании иммунной толерантности
известно, что исследуемый гормон способен:
1) угнетать пролиферацию и индуцировать апо-
птоз нейтрофилов, чрезмерная активность кото-
рых коррелирует с неблагоприятными исходами
беременности [9, 10]; 2) частично поддерживать
важное для беременности переключение макрофа-
гов во второй иммуносупрессивный тип [11, 12];
3) через взаимодействие с маннозным рецепто-
ром увеличивает концентрацию маточных NK-
клеток, необходимых для имплантации эмбри-
она [13]; 4) повышать уровень фермента IDO
как in vitro, так и in vivo [14]; 5) стимулировать
дифференцировку Treg [15].

Получение MDSC в системе in vitro является
отдельной проблемой, поскольку их содержание
в крови здоровых доноров крайне мало. Для того
чтобы получить такую редкую популяцию, важно
определить маркер, с помощью которого можно
изолировать определенную часть клеток для
дальнейшей дифференцировки. Поскольку фе-
нотип MDSC – CD33+HLA-DR–/lowCD11b+, под-
ходящими маркерами могут выступать только две
молекулы – CD33 или CD11b. В наших ранних
исследованиях было показано, что один из фето-
плацентарных белков, альфа-фетопротеин (AFP)
не влияет на конверсию CD33+-клеток в фенотип
MDSC [16], поэтому возникла необходимость по-
иска другой экспериментальной модели.

Целью данной работы было изучение роли
hCG в регуляции дифференцировки и функцио-
нальной активности MDSC, генерированных из
CD11b+-клеток. Для выполнения исследования
были поставлены следующие задачи: 1) изучить
роль hCG в регуляции общего уровня MDSC, а
также M-MDSC и PMN-MDSC в культуре; 2) из-
мерить внутриклеточную экспрессию ферментов
Arg1 и IDO в MDSC для понимания функцио-
нального состояния популяции; 3) оценить цито-
киновый профиль клеточных культур CD11b+-
клеток, индуцированных в фенотип MDSC.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование было проведено согласно Хель-

синской декларации ВМА 2000 г. и протоколу
Конвенции Совета Европы о правах человека и
биомедицине 1999 г. Получено разрешение эти-
ческого комитета ИЭГМ УрО РАН (IRB00010009)
от 18.08.2020.

Объекты исследования. В работе были исполь-
зованы мононуклеарные клетки периферической
крови (PBMC) условно здоровых доноров (n = 7,
небеременные женщины, 20–40 лет). PBMC по-
лучали центрифугированием на градиенте плот-
ности фиколла (ρ = 1.077 г/см3, Diacoll, ДиаМ,
Россия). Из PBMC крови доноров методом имму-
номагнитной сепарации выделяли CD11b+-клет-
ки, используя магнитные сферы MacsiBeads с ан-
тителами к молекуле CD11b и разделительную ко-
лонку MS (MiltenyiBiotec, Германия).

В экспериментах были использованы физио-
логические концентрации рекомбинантного hCG
(Овитрель, Израиль), которые соответствуют
уровням белка в периферической крови матери в
период беременности: 10 и 100 ME/мл. Концен-
трация hCG на 10–12 неделе беременности до-
стигает максимума и составляет в среднем
100 МЕ/мл, после чего снижается до 10 МЕ/мл и
держится на низком уровне до окончания бере-
менности [17].

Схема культивирования MDSC. В нашем ис-
следовании мы использовали модель индукции
MDSC, основанную на двухэтапном добавлении
сигнальных молекул в культуру [1]. Смысл этой
схемы состоит в том, что на первом этапе проис-
ходит “лицензирование”, которое направляет клет-
ки на путь миелоидного развития. Для этого мы
использовали фактор миелоидного роста клеток –
GM-CSF. Второй этап – клеточная активация,
при которой происходит инициирование сиг-
нальных путей, благодаря которым клетки реали-
зуют супрессорные функции.

Выделенные CD11b+-клетки засеивали в плос-
кодонный 96-луночный планшет (Corning, США)
в концентрации 1 × 106 кл/мл с добавлением пол-
ной питательной среды (RPMI-1640, 10% эмбри-
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ональная бычья сыворотка (FBS), 10 мМ HEPES
(ICN Рh, США), 2 мМ L-глутамина (ICN Рh.) и
100 мкг/мл пенициллина–стрептомицина–ам-
фотерицина (100 мкл на 10 мл среды, BI, Изра-
иль)). В первый день культивирования в лунки
вносили GM-CSF (MiltenyiBiotec) в концентра-
ции 20 нг/мл, после чего клетки культивировали
в CO2-инкубаторе в течение 2 сут.

На 3-и сут производили активацию клеток с
использованием провоспалительного цитокина
IL1-β в концентрации 20 нг/мл (Miltenyi Biotec) и
LPS в концентрации 0.1 мкг/мл (Sigma Aldrich,
США). Помимо этого, производили смену пита-
тельной среды, а после добавления молекул акти-
вации, клетки культивировали еще 3 сут.

Проточная цитометрия. После недели культи-
вирования клетки окрашивали мечеными флуо-
рохромами антителами: anti-HLA-DR-AlexaFlu-
or750, anti-CD33-APC, anti-CD11b-AlexaFluor405,
anti-CD66b-PE, anti-CD14-PerCP (R&D Systems,
США). Также для того чтобы исключить возмож-
ное присутствие лимфоцитов и NK-клеток, ис-
пользовали три красителя: anti-CD19-AF700, anti-
CD56-AF700, anti-CD3-AF700 (Lin). В качестве
контролей, определяющих негативные популя-
ции, использовали FMO (fluorescence minus one)
пробы. Регистрация результатов была произведе-

на на проточном цитофлюориметре Cytoflex S
(Beckman Coulter, США).

По данным бокового (SSC, side scatter) и пря-
мого светорассеяния (FSC, forward scatter) осу-
ществляли гейтирование. После этого определя-
ли живые клетки с использованием красителя
Zombie Aqua (Biolegend, США), выделяя в этом
регионе клетки, не несущие линейные маркеры
(Lin) и HLA-DR. Затем эту популяцию отобража-
ли на двухпараметрическом графике CD33 и
CD11b (Lin–HLA-DR–CD33+CD11b+ или MDSC).
Для определения субпопуляций MDSC дополни-
тельно оценивали наличие маркеров CD66b и
CD14. Ниже приведена тактика гейтирования
клеток на примере одного эксперимента (рис. 1).

Оценка экспрессии Arg1 и IDO в MDSC. Был
проведен анализ внутриклеточной экспрессии
ферментов Arg1 и IDO путем пермеабилизации
клеток с помощью моноклональных антител к
IDO (R&D Systems) и Arg1 (R&D Systems). Изме-
рения проводили также методом проточной ци-
тофлуориметрии.

Анализ цитокинового профиля в культурах
CD11b+-клеток. Определение цитокинов произ-
водили, используя супернатанты культур с помо-
щью коммерческого набора Bio-Plex Pro Human
Inflammation panel 1 37-plex (BioRad Laboratories,

Рис. 1. Тактика гейтирования MDSC по поверхностным маркерам, используемая для идентификации клеток.
Субпопуляции MDSC классифицируются как Lin–HLA-DR–CD33+CD11b+CD66b+CD14– для PMN-MDSC и
Lin‒HLA-DR–CD33+CD11b+CD66b–CD14+ для M-MDSC.
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США) методом Luminex xMAP. Результаты реги-
стрировали, используя систему мультиплексного
анализа Bio-Plex MAGPIX (BioRad Laboratories).
Обработка данных была осуществлена в програм-
ме Belysa. Для построения стандартных кривых
использовали пятипараметрический логистиче-
ский (5PL) метод анализа. Результаты представ-
лены в пг/мл.

Статистическая обработка данных. Статисти-
ческую обработку данных проводили в програм-
ме GraphPad Prism 8. Для сравнения зависимых
выборок был использован непараметрический
аналог дисперсионного анализа повторных изме-
рений – критерий Фридмана. Статистические
различия считались значимыми при p < 0.05. Часть

данных представлена в виде медианы, нижнего и
верхнего квартилей (Me (Q1–Q3)).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние hCG на дифференцировку MDSC,
PMN-MDSC и M-MDSC. По истечении 7 сут
культивирования клеток их жизнеспособность
составила 98.13 (94.09–98.84)%. В наших экспе-
риментах выбранные цитокины способны на-
правлять индукцию CD11b+-клеток в MDSC, что
свидетельствует об адекватности выбранной мо-
дели (рис. 2).

Показано, что hCG в обеих концентрациях по-
вышал общий уровень MDSC в культуре (рис. 2).

Рис. 2. Влияние hCG на дифференцировку MDSC и их субпопуляций (PMN-MDSC и M-MDSC) (n = 7, Me (Q1–Q3)).
# – статистически значимые (p < 0.05) различия по сравнению с контролем индукции, * – статистически значимые
(p < 0.05) различия по сравнению с контролем hCG с использованием непараметрического критерия Фридмана.
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Что касается субпопуляций, то установлено, что
hCG (10 ME/мл) способен достоверно увеличи-
вать уровень M-MDSC, но не PMN-MDSC. Ско-
рее всего, это связано с тем, что наша модель по-
лучения MDSC не способствуют образованию
субпопуляции PMN-MDSC. Известно, что при
беременности расширение пула MDSC происхо-
дит за счет PMN-MDSC, однако M-MDSC также
играют важную регуляторную роль [2]. На сего-
дняшний день нет исследований во взаимодей-
ствии фетоплацентарных гормонов с MDSC, тем
не менее известно влияние гормонов на диффе-
ренцировку MDSC. Так, эстрадиол в зависимо-
сти от его концентрации может играть дихотоми-
ческую роль на MDSC [18]. Также известно, что
уровень M-MDSC положительно коррелирует с
уровнями прогестерона и эстрогена в сыворотке
беременных женщин, а введение 17β-эстрадиола,
но не прогестерона, усиливал как экспансию, так
и супрессивную активность M-MDSC через пре-
образователь сигнала и активатор транскрипции
(STAT-3) [19].

Влияние hCG на экспрессию ферментов Arg1 и
IDO. Для определения MDSC важно помнить,
что эта клеточная популяция не имеет уникаль-
ного маркера, поэтому для идентификации
MDSC необходимо учитывать их функциональ-
ные характеристики. Один из иммуносупрессив-
ных механизмов MDSC – синтез ферментов, таких
как Arg1, IDO. Их действие основано на истоще-
нии питательных веществ – аргинина и трипто-
фана в месте иммунного ответа, что приводит к
подавлению пролиферации и активности T-кле-
ток [20, 21]. В настоящем исследовании был оце-
нен уровень IDO и Arg1.

В результате проведенного исследования по-
казано, что hCG не влиял на экспрессию Arg1
(табл. 1). Однако чрезвычайно низкий уровень
экспрессии этого фермента свидетельствует не об
отсутствии эффекта гормона, а о том, что в наших

экспериментальных условиях Arg1 не индуциру-
ется. Возможно, это связано с тем, что индукция
Arg1 происходит в противовоспалительном мик-
роокружении, а также в присутствии антигенной
стимуляции [22, 23]. Также известно, что цитокины,
продуцируемые T-клетками 2 типа (IL-4, IL-13)
способны индуцировать Аrg1 в макрофаги 2 типа
и в MDSC [24]. Еще одним объяснением может
быть тот факт, что ингибирование, опосредован-
ное MDSC, требует прямого контакта с клеткой,
а Arg не экспрессируется в MDSC конститутивно.
Цитокин-индуцированная экспрессия аргиназы-
1 может сводиться к 2 стратегиям: 1) IL-6 + IL-4 –
IL-6 индуцирует экспрессию IL-4-рецептора
(IL-4R) на поверхности клеток, и через этот ре-
цептор и запускается продукция аргиназы-1;
2) GM-CSF + IL-10, где GM-CSF аналогично ин-
дуцирует IL-10 [25]. В нашей же эксперименталь-
ной модели был использован другой набор цито-
кинов для индукции. Тем не менее на сегодняш-
ний день механизм экспрессии аргиназы в MDSC
остается не до конца выясненным.

В отношении экспрессии IDO достоверных
эффектов hCG также не было обнаружено. Одна-
ко присутствует видимая тенденция к увеличе-
нию уровня экспрессии этого фермента почти в
два раза под воздействием hCG в концентрации
10 МЕ/мл (табл. 1).

Таким образом, показано, что hCG не оказы-
вает влияния на экспрессию IDO в MDSC, одна-
ко наблюдается тенденция к повышению уровня
IDO под воздействием hCG в концентрации
10 ME/мл. Представленная экспериментальная
система не позволяет в полной мере оценить вли-
яние гормона на экспрессию Arg1.

Влияние hCG на цитокиновый профиль в супер-
натантах культур CD11b+-клеток. Иммунные ре-
акции организма опосредованы сигнальными
молекулами – цитокинами. Цитокины, обладая
различными эффектами, как провоспалительны-

Таблица 1. Влияние hCG на внутриклеточную экспрессию Arg1 и IDO в MDSC в культуре CD11b+-клеток
после 7 сут инкубации (n = 7, Me (Q1–Q3))

Примечание: результаты выражены в процентах от общей популяции MDSC в культуре; для статистического анализа был
использован непараметрический критерий Фридмана, в результате достоверных различий (p < 0.05) не обнаружено.

Arg1, % IDO, %

Контроль индукции 0.150
(0.025–0.447)

0.49
(0.245–0.736)

Контроль hCG 0.920
(0.212–1.538)

7.84
(6.74–9.177)

hCG 10 МЕ/мл 1.335
(0.39–1.978)

15.11
(14.297–15.65)

hCG 100 МЕ/мл 0.145
(0.082–0.312)

7.72
(6.207–9.797)
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ми, так и противовоспалительными, обеспечива-
ют связями различные системы органов между
собой.

В нашем исследовании был использован метод
мультиплексного анализа цитокинов. В результа-
те проведенного исследования установлено, что
достоверного влияния hCG на следующие цито-
кины и биологически активные молекулы обна-
ружено не было: IL-27 (p28), IL-2, IL-8, IL-12
(p40), IL-12 (p70), IL-20, IL-26, IL-27 (p28),
IL-28A/IFNλ2, IL-32, IL-34, LIGHT/TNFSF14,
TSLP, TWEAK/TNFSF12, IL-22, IL-10, IL-11,
IL-19, IL-35, Pentraxin3, Chitinase3-like, APRIL/
TNFSF13, BAFF/TNFSF13B, sTNFR-1, sTNFR-2,
sCD30/TNFRS8, MMP-1, MMP-2, MMP-3, sCD163,
gp130/sIL-6Rβ, sIL-6Rα, osteocalcin, osteopontin,
IFN-α2, IFN-β, IFN-γ (рис. 3).

Таким образом, установлено, что hCG не ока-
зывает влияния на экспрессию изучаемых цито-
кинов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Для протекания успешной беременности не-
обходимо скоординировано поддерживать им-
мунную толерантность. Иммунная толерантность
заключается в отсутствии материнского организ-
ма формировать иммунный ответ на развиваю-
щиеся плод и плаценту. Поскольку этот тонкий
процесс должен иметь баланс между защитой ор-
ганизма матери и плода от инфекций и толерант-
ностью к антигенам эмбриона, то его регуляция
происходит на всех уровнях организации. В первую
очередь формируется преобладание Treg и Th2-
клеток над Th17 и Th1-клетками [26]. На сего-
дняшний день стало очевидно, что врожденная
система также принимает участие в формирова-
нии иммунной толерантности. Так, в 2011 году
установлено, что MDSC являются клетками, при-
нимающими важное участие в этом процессе [27].

В результате проведенных экспериментов уста-
новлено, что ключевой белковый гормон бере-

Рис. 3. Тепловая карта эффектов hCG на цитокиновый профиль супернатантов культур. В построении тепловой карты
использованы натуральные логарифмы концентраций цитокинов.
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менности hCG достоверно повышает уровень
MDSC, включая субпопуляцию M-MDSC. Одна-
ко стоит отметить, что низкая концентрация hCG
(10 ME/мл) оказывала более выраженное воздей-
ствие на дифференцировку M-MDSC. Пик экс-
прессии hCG соответствует границе первого и
второго триместров беременности (11–12 неделя)
и совпадает с пиком экспрессии стадиоспецифич-
ных антигенов плода, связанной с основной за-
кладкой новых тканей. Именно этот период счи-
тается наиболее уязвимым для атаки иммунной
системой материнского организма. Первый три-
местр беременности является провоспалитель-
ным, а задача иммунной системы матери на этом
этапе – содействие имплантации эмбриона. Низ-
кая концентрация hCG соответствует началу бе-
ременности, когда иммунная толерантность осо-
бенно важна, поскольку от нее напрямую зависит
сохранение плода. В начале беременности эмбри-
он экспрессирует аллоантигены, а затем и стадио-
специфичные антигены, которые являются чуже-
родными для материнского организма [28].

Продемонстрировано, что hCG не влияет на
экспрессию Arg1 и IDO в MDSC, тем не менее на-
блюдается общая тенденция также низкой кон-
центрации hCG (10 ME/мл) на увеличение уров-
ня фермента IDO в клетках. Помимо этого, hCG
не влиял на продукцию цитокинов иммунными
клетками, возможно, это связано с тем, что hCG
проявляет иммуномодулирующие свойства на
другом уровне. Так, известно, что hCG повышает
уровень регуляторной популяции – Treg [15].

В целом полученные нами эффекты касаются
только субпопуляции M-MDSC, которая, вероят-
но, является мишенью для hCG.

Ранее мы исследовали влияние других фето-
плацентарных белков – альфа-фетопротеина
(AFP), гликоделина (Gd) и трофобластического
β1-гликопротеина (PSG) в той же эксперименталь-
ной модели. Нами было показано, что PSG стиму-
лировал конверсию CD11b+-клеток в M-MDSC, не
влияя на общее количество MDSC [29]. Интерес-
но, что AFP и Gd, в отличие от hCG, также не уве-
личивали общую популяцию MDSC, однако все
белки оказывали влияние на субпопуляцию
M-MDSC. Показано, что все изучаемые фетопла-
центарные белки не влияли на дифференцировку
PMN-MDSC и Arg1, что указывает на особен-
ность разработанной модели конверсии MDSC
из CD11b+-клеток. Что касается продукции цито-
кинов, то в отличие от hCG белки AFP и Gd име-
ли влияние на продукцию цитокинов миелоид-
ными супрессорными клетками, при этом глико-
делин подавлял выработку провоспалительных
цитокинов IFN-α2, IL-26, IL-19, TWEAK (дан-
ные не опубликованы), а AFP – регуляторного
IL-19 [30, 31].

Таким образом, фетоплацентарные белки спо-
собны регулировать дифференцировку MDSC,
преимущественно индуцируя развитие M-MDSC,
а также ряд функциональных параметров (IDO,
Arg1, цитокины), что дает нам основание предпо-
лагать, что это новый аспект формирования им-
мунной толерантности в период беременности.
Известно, что именно перечисленные параметры
(IDO, Arg1, цитокины) играют чрезвычайно важ-
ную роль в реализации иммунорегуляторных эф-
фектов MDSC во время беременности [32].

В целом мы показали способность hCG действо-
вать как иммунорегуляторная молекула, поскольку
показано его влияние на дифференцировку MDSC,
реализуя свои эффекты на уровне M-MDSC.

Конфликт интересов. Авторы заявляют, что у
них нет конфликта интересов.

Источники финансирования. Работа выполнена
при поддержке граната Российского Фонда Фун-
даментальных Исследований № 19-415-590001 и в
рамках НИОКТР АААА-А19-119112290007-7.

Соответствие принципам этики. Все примени-
мые международные, национальные и/или ин-
ституциональные принципы ухода и использова-
ния животных были соблюдены.
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ШАРДИНА и др.

Effects of Human Chorionic Gonadotropin on Differentiation and Functional Activity 
of Myeloid-Derived Suppressor Cells

K. Yu. Shardina1, *, V. P. Timganova1, M. S. Bochkova1, S. V. Uzhviyuk1, S. A. Zamorina1

1Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch of the Russian Academy of Sciences, Perm, 614081 Russia
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The effect of recombinant human chorionic gonadotropin (hCG) at concentrations of 10 and 100 MU/mL,
typical for pregnancy, on differentiation and functional activity of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs)
was investigated. The subject of the study was isolated cells CD11b+ that acquired the MDSC phenotype as a
result of two-step activation with cytokines GM-CSF and IL-1β and lipopolysaccharide (LPS). It was shown
that hCG at both concentrations significantly increased the total MDSC pool and at a lower concentration
(10 IU/mL) promoted differentiation of the M-MDSC subpopulation. At the same time, 100 MU/mL hCG
had no effect on the expression of arginase-1 and indolamine-2,3-dioxygenase (IDO) in MDSCs, but at a
concentration of 10 IU/mL there was a tendency to increase IDO expression under the influence of hCG.
When the cytokine profile was evaluated by multiplex analysis using Luminex xMAP technology, it was found
that hCG did not modulate cytokine production in the CD11b+ cell culture. Thus, this work demonstrates
for the first time that hCG can induce MDSC differentiation.

Keywords: myeloid-derived suppressor cells (MDSCs), in vitro cultivation, human chorionic gonadotropin
(hCG), CD11b+ cells, IDO, Arg1


